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RESUMO 
 
A obesidade é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de doenças crônicas 
e morte prematura. Das estratégias utilizadas atualmente para a redução e controle do peso 
corporal, o uso de compostos naturais tem demonstrado potenciais efeitos tanto na redução do 
peso quanto no perfil metabólico. Nesse sentido, resultados anteriores publicados por nossa 
equipe demonstraram que a EM, apresentou resultados promissores concernentes à modulação 
da adipogênese e obesidade in vitro e in vivo, respectivamente, bem como efeito termogênico. 
Entretanto, os mecanismos regulatórios exercidos por esta no controle da obesidade 
permanecem pouco esclarecidos. Assim, o presente estudo investigou os possíveis efeitos da 
EM sobre função mitocondrial. Para tanto, foram realizadas análises in vitro utilizando 
linhagem celular C2C12 previamente tratadas com EM, na qual foi mensurada a OCR, 
indicativa de metabolismo celular. Adicionalmente, genes envolvidos nas vias de biogênese 
mitocondrial e termogênese foram investigados. Análises in vivo também foram conduzidas 
em modelo de obesidade induzida por DH, submetidos a 8 semanas de intervenção diária com 
EM. Acompanhamento semanal de ingestão de ração e respirometria foram realizados. Ao 
final do tratamento, análises de expressão de genes envolvidos na biogênese mitocondrial e 
termogênese, foram feitas em TAM e músculo esquelético. Os resultados mostraram que a 
EM estimulou efetivamente o metabolismo energético mitocondrial em células C2C12, 
através da ativação de genes envolvidos na biogênese mitocondrial (Ampk, Mttfa, Nrf1) e 
termogênese (Ucp-1 e Ucp-3), bem como aumentou a OCR, sugerindo melhora na função 
mitocondrial nessa linhagem. In vivo, dados encontrados no modelo de obesidade induzida 
por dieta hiperlipídica mostraram que a ingestão regular de EM reduziu o peso corpóreo do 
grupo DH+EM, quando comparado ao grupo DH. A perda de peso observada nesse grupo não 
foi relacionada à redução da ingestão alimentar. Adicionalmente, os dados antropométricos 
indicaram redução significativa nos pesos de gordura epididimal, perirrenal, subcutânea e 
mesentérica e fígado, em relação ao grupo DH. Além disso, os dados respirométricos 
indicaram aumento significativo nos parâmetros de VO2, VCO2, RER e GEB no grupo 
DH+EM, sugerindo que a EM foi capaz de estimular o gasto energético. Dados de expressão 
gênica em TAM e músculo esquelético mostraram aumento da expressão de Ucp-1 e Ucp-3 
nos animais tratados com erva mate sugerindo efeito termogênico. Além disso, houve 
indicativos de estímulo de biogênese mitocondrial bem como melhora da atividade de 
fosforilação oxidativa, conforme evidenciados pelo aumento da expressão de gênica de Nrf-1, 
Mttfa, Pgc-1α e Sirt-1 e proteica de SIRT-1, p-AMPK, UCP-1, UCP-3 e OXPHOS em ambos 
os tecidos dos animais pertencentes ao grupo DH+EM. Resumidamente, os resultados do 
presente estudo, reafirmam a EM como uma excelente candidata na estratégia de combate à 
obesidade. Complementarmente ao seu potencial anti adipogênico, previamente comprovado, 
o presente trabalho constatou sua eficácia sobre desequilíbrios mitocondriais observados na 
obesidade, mediante a restauração da função mitocondrial e consequente melhora do 
metabolismo energético, benefícios que evidentemente culminaram no aumento do gasto 
energético, perda de peso e gordura corporal no modelo utilizado.  
 
Palavras chave: obesidade; biogênese mitocondrial; termogênese; polifenóis; Ilex 
paraguariensis. 
 
 
ABSTRACT 
 
Obesity is a major risk factor for the development of chronic diseases and premature death. 
From the strategies currently used for the reduction and control of body weight, the use of 
natural compounds has demonstrated potential effects in both weight reduction and metabolic 
profile. In this sense, previous results published by our team demonstrated that YM presented 
promising effects concerning the modulation of adipogenesis and obesity in vitro and in vivo, 
respectively, as well as thermogenic activity. However, the regulatory mechanisms exercises 
by YM in the control of obesity remain unclear. Thus, the present study investigated the 
possible effects of YM on mitochondrial function. For this, in vitro analyzes were performed 
using a C2C12 cell line previously treated with YM, in which was measured the OCR, 
indicative of cellular metabolism. Additionally, genes involved in the pathways of 
mitochondrial biogenesis and thermogenesis were investigated. In vivo analyzes were 
conducted in high fat diet- induced obese mice, submitted to 8 weeks of daily YM 
intervention. The food intake was monitored weekly and respirometric tests were performed. 
At the end of the treatment, analyzes of the expression of genes involved in mitochondrial 
biogenesis and thermogenesis were developed in BAT and skeletal muscle. The results 
showed that YM effectively stimulated mitochondrial energy metabolism in C2C12 cells, 
through the activation of genes involved in mitochondrial biogenesis (Ampk, Mttfa, Nrf1) and 
thermogenesis (Ucp-1 and Ucp-3), as well as increased OCR, suggesting an improvement in 
mitochondrial function in this lineage. In vivo, data showed that regular intake of YM reduced 
the body weight of the HFD + YM group when compared to the HFD group. The weight loss 
observed in this group was not related to the reduction in food intake. Additionally, the 
anthropometric data indicated a significant reduction in epididymal, perirenal, subcutaneous 
and mesenteric fat and liver weights, in relation to the HFD group. In addition, respirometric 
tests indicated a significant increase in VO2, VCO2, RER and EE parameters in the HFD + 
YM group, suggesting that YM was able to stimulate energy expenditure. Gene expression 
data in BAT and skeletal muscle showed increased expression of Ucp-1 and Ucp-3 in animals 
treated with YM suggesting thermogenic effect. In addition, there were indications of 
mitochondrial biogenesis stimulation as well as enhancement of oxidative phosphorylation 
activity as evidenced by increased  of Nrf-1, Mttfa, Pgc-1α and Sirt-1 and SIRT-1, p- AMPK, 
UCP-1, UCP-3 and OXPHOS in both tissues of animals of the HFD + YM group. Briefly, the 
results of this study reaffirm YM as an excellent candidate in the strategy to obesity 
management. In addition to its anti-adipogenic potential, previously proven, the present study 
confirmed its efficacy on mitochondrial imbalances observed in obesity, through the 
restoration of mitochondrial function and consequent improvement in energy metabolism, 
benefits that evidently culminated in increased energy expenditure, weight loss and body fat 
in this model. 
 
Key words: obesity; mitochondrial biogenesis; thermogenesis; polyphenols; Ilex 
paraguariensis. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
Reconhecida como um problema de saúde de ordem mundial responsável pelo 
desenvolvimento de inúmeras comorbidades e mortes prematuras, a obesidade é uma 
condição complexa e multifatorial, influenciada por fatores comportamentais, sócio-
ambientais e genéticos [1-4]. 
A existência de desequilíbrios mitocondriais na obesidade é conhecida, e afeta 
diretamente o equilíbrio metabólico uma vez que a mitocôndria exerce papéis cruciais no 
metabolismo de ácidos graxos, gasto energético e equilíbrio redox. Disfunção mitocondrial é 
classicamente definida como a inabilidade da mitocôndria de produzir e manter níveis 
suficientes de ATP, através de fosforilação oxidativa em resposta às demandas energéticas. 
Como consequência, há o comprometimento da função mitocondrial reduz o conteúdo de 
DNAmt, biogênese mitocondrial e β oxidação [5-7]. 
Estratégias terapêuticas comumente utilizadas no controle da obesidade incluem 
exercícios físicos, dieta, tratamentos farmacológicos e mudanças no estilo de vida. Além 
disso, compostos naturais têm sido utilizados na prevenção e tratamento da obesidade por 
atuar em múltiplos mecanismos tais como moduladores de saciedade, metabolismo lipídico, 
antiadipogênicos, termogênicos entre outros [7]. Recentes pesquisas também têm 
demonstrado potenciais efeitos de alguns compostos naturais sobre a melhora da função 
mitocondrial. O estímulo da biogênese mitocondrial nesse contexto exerce papel importante 
para o sucesso da perda de peso por promover aumento do gasto energético [7-10]. 
A Ilex paraguariensis, comumente conhecida como erva mate (EM), é 
popularmente cultivada e consumida em países da América do Sul como Paraguai, Uruguai e 
no Sul do Brasil [11]. Diversos trabalhos têm demonstrado a seus potenciais efeitos 
biológicos tais como: atividade antioxidante, antiinflamatória, imunomodulatória, 
anticancerígena, melhora do metabolismo lipídico e glicêmico, redução do risco 
cardiovascular e reversão da resistência à insulina [11-21]. Além disso, em estudos anteriores 
realizados por nosso grupo, o uso de EM se mostrou um coadjuvante efetivo na perda de peso 
devido às suas propriedades efeitos antiadipogênicas e termogênicas [20, 22, 23].  
Outros efeitos benéficos da EM, também associados à obesidade, verificados por 
nosso grupo foram: potencial antiinflamatório e inibição da adipogênese e restauração da 
sinalização da insulina tanto in vivo quanto in vitro  [19, 22, 23]. Tendo em vista as 
implicações da obesidade nos desequilíbrios energéticos mitocondriais e, uma vez que os 
resultados prévios obtidos por nosso grupo mostram a efetividade da EM de atuar em 
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mecanismo regulação associados à regulação desse fenótipo, assim, no presente trabalho 
avaliou-se os efeitos da EM na regulação do metabolismo energético mitocondrial associado à 
obesidade.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 Aspectos gerais e epidemiológicos da obesidade 
 
A obesidade é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de 
doenças crônicas e morte prematura. Dados da Organização Mundial da Saúde estimam que 
mais de 400 milhões de adultos no mundo estejam obesos com base no IMC (IMC≥ 30 kg/ 
m2) [24]. No Brasil, dados da POF indicam que cerca de metade da população brasileira 
apresenta excesso de peso e cerca de 30% são obesos de acordo com o IMC, sendo observada 
ainda que essa frequência aumenta de acordo com a faixa etária até os 64 anos. A tendência 
secular desses indicadores mostra que ao longo dos 34 anos datados do início da realização 
dos inquéritos em 1975 até o ano de 2009, a prevalência de excesso de peso em adultos 
aumentou em quase três vezes no sexo masculino (de 18,5% para 50,1%) e em quase duas 
vezes no sexo feminino (de 28,7% para 48%) enquanto a obesidade aumentou em cerca de 
quatro vezes para homens (de 2,8% para 12,4%) e em mais de duas vezes para mulheres (de 
8,0% para 16,9%)  [25]. 
Estimativas recentes indicam que se a incidência da obesidade permanecer em 
expansão, seus danos sobre a saúde da população irão superar os benefícios adquiridos com a 
diminuição das taxas de tabagismo, implicando em prejuízo no padrão de expectativa de vida 
observado ao longo do último século. Mesmo que a prevalência de sobrepeso e obesidade 
permaneçam estáveis, estima-se que, até 2034, os custos gerados de tratamentos oriundos de 
novos casos de diabetes passarão de 113 bilhões para cerca de 336 bilhões de dólares nos 
Estados Unidos [26, 27] 
Acredita-se que a gênese da obesidade esteja vinculada à múltiplos fatores, como 
meio ambiente, estilo de vida e interação com fatores genéticos [28]. Além disso, a condição 
está fortemente associada ao aumento do risco de desenvolvimento de doenças crônicas tais 
como hipertensão, diabetes, doenças cardíacas e câncer. Particularmente, a deposição de 
gordura na região abdominal tem sido reconhecida como um dos principais fatores 
desencadeantes de desordens metabólicas relacionadas à obesidade, fato que ainda promove 
intensas discussões sobre a distribuição de gordura corporal, e apontam para sua importância 
funcional nos diferentes compartimentos [28, 29]. Desse modo, estudos mostram que 
indivíduos obesos, com maior proporção de tecido adiposo visceral em relação ao 
compartimento subcutâneo, apresentaram maior prevalência de diabetes, síndrome 
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metabólica, esteatose hepática, aterosclerose e dislipidemias, condições que contribuem para 
aumento do risco cardiometabólico [30-32].  
É conhecido que a obesidade está relacionada com uma série de desequilíbrios no 
metabolismo energético e que a função mitocondrial exerce papel chave na regulação desse 
contexto. As mitocôndrias são organelas dinâmicas que regulam diversas funções celulares 
como respiração celular, homeostase de cálcio e produção de EROs, entre outras [33]. O papel 
principal das mitocôndrias na regulação do metabolismo energético envolve a produção de 
ATP através da cascata de fosforilação oxidativa. Nesse sentido, devido aos papéis críticos e 
múltiplas funções exercidas pela mitocôndria, disfunções mitocondriais estão direta ou 
indiretamente implicadas na gênese de inúmeras doenças de relevância cliníca que variam de 
moderada a severa como a obesidade e diabetes mellitus tipo 2, por exemplo [6]. 
Recentemente foi demonstrado em modelo animal de obesidade induzida por dieta 
hiperlipídica que a condição está associada à diminuição na taxa de respiração mitocondrial, 
aumento da taxa de emissão de EROs mitocondrial, desregulação de mecanismos de 
biogênese mitocondrial, diminuição da sinalização de mitofagia, bem como aumento de 
apoptose [34]. Diante disso, estratégias terapêuticas que visem o restabelecimento da função 
mitocondrial em obesos se mostra uma alternativa promissora. 
 
2.2 Mitocôndria  
 
As mitocôndrias são organelas citoplasmáticas presentes em quase todas as 
células eucarióticas [35]. São compostas por duas membranas altamente especializadas, 
localizadas na parte interna e na parte externa da organela. Possuem também um espaço inter 
membranar além do espaço interno da matriz, onde se encontra o DNAmt bem como diversas 
enzimas (Figura 1) [36].  
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Figura 1- Estrutura da mitocôndria. Imagem de microscopia eletrônica de uma mitocôndria 
(A) e imagem ilustrativa (B), contendo a identificação e localização das principais estruturas 
da organela.. Retirado de: https://ka-perseus-images.s3.amazonaws.com/9563a924139f88682-
14549fa723dff7c91319d2c.png 
 
Postula-se que as mitocôndrias tenham surgido nas células eucarióticas por meio 
de um processo denominado simbiose, o qual refere-se à geração de um novo organismo 
através de uma associação simbiótica estável que tem início a partir do contato de uma célula 
hospedeira com células procarióticas [37, 38]. Em resultado dessa associação, houve a soma 
da glicólise anaeróbia e do metabolismo aeróbio na produção de energia, tornando essa 
capacidade de geração de energia celular mais eficiente. A partir da década de 40, a 
mitocôndria foi reconhecida como o principal local celular para ocorrência do metabolismo 
energético, sendo que a partir da década de 50 foram desvendadas e aprofundadas as etapas 
do metabolismo energético as quais conhecemos hoje [38, 39].  
As mitocôndrias são estruturas dinâmicas que estão em constante alteração dentro 
das células e, interessantemente, o formato e quantidade das mitocôndrias variam de acordo 
com o tecido em que se encontram [40, 41]. A membrana externa mitocondrial contém 
enzimas que convertem substratos lipídicos para serem metabolizados na matriz, enquanto 
que a membrana interna contém cristas que expandem a superfície total da organela [42]. É na 
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membrana interna que os gradientes eletroquímicos de H+ se dirigem à ATP sintase para a 
cascata de fosforilação oxidativa. A membrana interna contém proteínas que medeiam reações 
oxidativas na cadeia respiratória, tais como a citocromo C oxidase, cuja função é transferir 
elétrons para o O2 molecular, formando moléculas de água; bem como proteínas do complexo 
Fo da ATP sintase, as quais funcionam como um canal de prótons para a produção de energia 
na matriz; além de proteínas transportadoras específicas de caráter regulatório, capazes de 
controlar o fluxo de metabólitos por essa membrana [33, 43]. Adicionalmente, entre as 
membranas interna e externa há o espaço inter membranar, região da organela onde podem ser 
encontradas importantes proteínas relacionadas à morte celular por apoptose [33, 44].  
Na matriz mitocondrial se encontram diversas enzimas necessárias à expressão de 
genes mitocondriais bem como o próprio DNAmt além de ribossomos mitocondriais [33, 45]. 
Os principais eventos metabólicos como o ciclo do ácido cítrico (ciclo de Krebs), oxidação 
dos ácidos graxos e síntese de ATP pela fosforilação oxidativa, ocorre na matriz mitocondrial 
[43, 46]. A anatomia bioquímica de uma mitocôndria, sua estrutura e os principais 
componentes de cada estrutura é apresentada na Figura 2. 
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Figura 2- Anatomia bioquímica mitocondrial. A ilustração descreve as principais reações 
bioquímicas ocorridas na mitocôndria e seus respectivos locais de ocorrência. A membrana 
externa possibilita a entrada de diversas moléculas pequenas e leves. Na membrana interna, 
por sua vez, é composta de transportadores importantes para o funcionamento da maquinaria 
da organela bem como de processos indispensáveis para a manutenção da vida aeróbia. O 
interior da membrana interna, denominado matriz mitocondrial, é composto por 
diversas enzimas, ribossomos, íons e material genético mitocondrial que estão envolvidos nos 
processos metabólicos, tais como a geração de energia. Adaptado de [47]. 
 
2.3 Mitocôndria e metabolismo energético 
  
O metabolismo energético envolve reações anabólicas, nas quais consumo de ATP 
é necessário para a formação de moléculas mais complexas, e catabólicas, em que a produção 
de ATP é necessária para a degradação de macromoléculas. Parte da energia gerada à partir 
do catabolismo é utilizada para a produção de ATP, molécula de alta energia necessária para 
diferentes funções celulares, tais como contração muscular, funcionamento das bombas 
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iônicas, processos secretórios de hormônios e citocinas, entre outros [48, 49]. Os principais 
substratos energéticos utilizados para a produção de ATP são glicose, aminoácidos e ácidos 
graxos. Esses substratos são fornecidos pela dieta e disponíveis para a produção de energia no 
organismo a partir de processos de glicogenólise, proteólise e lipólise [50].  
O processo de produção de ATP pelas mitocôndrias é também denominado 
“respiração celular”. A respiração celular ocorre em três etapas: (1) a formação de acetil-CoA 
a partir do piruvato, ácidos graxos e alguns aminoácidos; (2) a degradação dos resíduos do 
acetil pelo ciclo do ácido cítrico com a liberação de CO2 e de coenzimas reduzidas como 
NADH e FADH2; e (3) a transferência de elétrons para o oxigênio molecular, mediadas por 
citocromo c, no complexo IV da cadeia de transporte de elétrons, acoplada à fosforilação do 
ADP em ATP pela enzima ATP sintase (complexo V e/ou complexo FoF1) [51], conforme 
ilustra a Figura 3. 
O fluxo de elétrons através da cadeia de transporte de elétrons (complexos I a IV) 
leva ao bombeamento de prótons através da membrana mitocondrial interna, tornando a 
matriz mitocondrial alcalina em relação ao espaço intermembranal. Esse gradiente de prótons 
fornece a energia (força próton motriz) para a síntese de ATP, a partir do ADP e Pi pela 
enzima ATP sintase da membrana interna [52].  
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Figura 3 - Síntese de ATP. Energia é formada dentro das células através do processamento 
de substratos vindos da alimentação através do ciclo do TCA e/ou através da β-oxidação de 
ácidos graxos. A síntese de ATP é dirigida por uma cascata de reações enzimáticas que 
liberam elétrons de fontes de carboidratos, lipídios e proteínas, os quais são utilizados para a 
formação de ligações de fosfato que darão origem ao ATP utilizável. A β-oxidação de ácidos 
graxos envolve uma série de quatro etapas, semelhantes às do ciclo TCA, que são repetidas 
até que todos os carbonos do canal de ácidos graxos Acil-CoA sejam convertidos para Acetil-
CoA. O direcionamento de um substrato energético para a produção de ATP ou síntese de 
gorduras é dependente do Malonil-CoA. Se o citrato aumenta no citosol, mais malonil-CoA é 
formado e os ácidos graxos são sintetizados para armazenamento. Adaptado de [51]. 
 
 
2.4 Biogênese mitocondrial 
 
As mitocôndrias estão envolvidas no suprimento das demandas energéticas e 
metabólicas das células. Sua participação na biossíntese do heme, homeostase do cálcio, 
inflamação bem como proliferação celular e apoptose, lhe confere um papel de suma 
importância para a sobrevivência celular [53]. Alterações na massa mitocondrial ocorrem 
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mediante modificações no estado funcional dessa organela, e os mecanismos responsáveis por 
esse processo envolvem ativação de complexos de sinalização intracelular e extracelular, 
responsivos às demandas energéticas das células e modulados através da estimulação da 
biogênese mitocondrial [54-56].  
Os mecanismos envolvidos no processo de biogênese mitocondrial compreendem 
uma sequência de eventos moleculares através dos quais ocorre a substituição ou 
multiplicação de organelas pré-existentes através de mecanismos proliferativos [57]. Estudos 
mostram que esse fenômeno ocorre através da interação entre genomas nucleares e 
mitocondriais, e apresenta papel fundamental para o crescimento e o desenvolvimento celular, 
sendo regulado por sinalização hormonal, enquanto nos tecidos adultos pode ser induzido em 
resposta ao aumento das necessidades energéticas, tais como em musculatura cardíaca e 
esquelética durante o treinamento físico, bem como na restrição calórica [58, 59]. 
A biogênese mitocondrial ocorre através da ativação de PGC-1α, um regulador 
chave de diversos processos metabólicos, incluindo a formação de novas mitocôndrias nos 
músculos esqueléticos e no coração, controle da β-oxidação, e no controle da resposta celular 
ao estresse oxidativo [60-62]. Na biogênese mitocondrial, o PGC-1α interage com NRF-1 e 
NRF-2, os quais são conhecidos reguladores do processo de transcrição e replicação 
mitocondrial. Com maior importância, o NRF-1 que ativa, entre outros mediadores, mtTFA, 
fator de transcrição de suma importância para o processo de duplicação do DNAmt (Figura 4) 
[41]. Foi demonstrado que os níveis de mtTFA são proporcionais ao conteúdo de mtDNA 
[63]. Estudo feito em linhagem celular HeLa mostrou que redução na expressão da mtTFA foi 
associada à diminuição da replicação do DNAmt, sugerindo portanto, que o aumento na 
expressão da mtTFA poderia prevenir desordens relacionadas à redução da expressão desse 
fator, além de resultar em aumento na biogênese mitocondrial [64]. Os eventos que regulam a 
transcrição e replicação do DNAmt envolve mediadores de origem nuclear que necessitam de 
entrada na organela e, provavelmente o mtTFA figura dentre os mais importantes. Na matriz 
mitocondrial, o mtTFA leva ao aumento no número de cópias do DNAmt e consequente 
replicação da mitocôndria [41, 65].  
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Figura 4 - Representação esquemática da biogênese mitocondrial. A cascata de 
sinalização da biogênese mitocondrial inciada no núcleo a partir da estimulação de SIRT-1, 
leva a ativação de PGC1-α. O PGC1-α interage com NRF-1, o qual ativa mtTfa e promove a 
sua migração para a matriz mitocondrial. Na matriz mitocondrial, o mtTfa leva ao aumento do 
número de cópias de DNAmt.  Adaptado de [41]. 
 
Estudos que avaliaram a importância da biogênese mitocondrial na manutenção da 
homeostase energética mostraram que a expansão do tecido adiposo ocorrida na obesidade, 
através de mecanismos de adipogênese (hiperplasia celular), afeta drasticamente a estrutura 
mitocondrial, uma vez que, diversos fatores de transcrição (como PPAR, C/EBPα, CREB e 
PCG-1α, por exemplo) que regulam o metabolismo energético estão envolvidos tanto na 
adipogênese quanto na biogênese mitocondrial. Essa inter relação foi demonstrada em modelo 
celular 3T3-L1, no qual foi possível observar aumento na expressão de algumas proteínas 
mitocondriais durante o processo de diferenciação dos adipócitos, bem como foi observado 
que o aumento na biogênese mitocondrial foi mantido até 10 dias após a diferenciação [66-
71]. Estudos adicionais que associaram esses mecanismos ao elevado consumo de ATP, 
durante o processo de adipogênese, reiteram a importância das mitocôndrias nesse contexto 
[72, 73]. 
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Ainda nesse sentido, foi demonstrado que hormônios como a adiponectina, 
(inicialmente identificado no tecido adiposo e posteriormente em outros tecidos como 
músculo esquelético, por exemplo) além de regular a homeostase energética e aumentar a 
sensibilidade, tem sido verificado capaz de aumentar a biogênese mitocondrial e a capacidade 
oxidativa [74-80]. Acredita-se que a ativação de AMPK e o aumento na expressão de PGC-1α 
devam mediar os efeitos regulatórios da adiponectina tanto no processo da adipogênese 
quanto na biogênese mitocondrial [81, 82]. Um trabalho recente mostrou que a repressão de 
MKP1 (mitogen-activated protein kinase phosphatase 1) ativa a via p38 MAPK/PGC-1α, 
envolvida na indução da biogênese mitocondrial e no metabolismo oxidativo no músculo 
esquelético [83]. Além da adiponectina, mTOR (mammalian target of rapamycin), o principal 
componente da via de nutrient-sensing também está envolvido na  regulação da atividade 
oxidativa da mitocôndria [84]. Tem sido demostrado que a ativação crônica de mTOR leva a 
um acumulo de gordura em tecidos periféricos e causa resistência à insulina [85, 86]. Por 
outro lado, é sabido que a inibição de mTOR por rapamicina (via PGC-1α) produz um efeito 
anti obesidade e melhora a sensibilidade a insulina em animais obesos [87]. 
 
2.5 Termogênese 
 
Está bem estabelecido que a principal função da mitocôndria é a produção de 
ATP, a partir de substratos energéticos como glicose, ácidos graxos e aminoácidos. Além 
disso, a mitocôndria atua na produção de calor e tem sido objeto de recentes pesquisas na área 
de metabolismo devido a sua importante contribuição no gasto energético [88-91]. Esse 
mecanismo, conhecido como termogênese facultativa, é mediado por agentes de 
desacoplamento conhecidas como UCPs . Estas promovem o desvio da interação dos prótons 
com a enzima ATP sintase para a fosforilação do ADP, fenômeno que resulta na produção de 
calor  [92-94] 
Embora o potencial eletroquímico seja acoplado com a fosforilação do ADP, esse 
acoplamento não é total e pode ser parcialmente perdido. Nesse contexto, as UCPs, 
transportadores mitocondriais localizados na membrana interna, são elementos indispensáveis 
nesse processo e parecem controlar o grau de acoplamento da fosforilação oxidativa [95]. 
Além de passagem de prótons para a matriz mitocondrial através da ATP sintase, um 
vazamento de prótons por meio de canais alternativos a ATP sintase, tais como as UCPs, 
representa mais um mecanismo que favorece a diminuição o gradiente de prótons 
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mitocondrial [95]. A teoria quimiostática proposta Mitchell sugere que qualquer vazamento 
de prótons provocaria desacoplamento da respiração e perda dessa energia em calor 
(termogênese) [96], conforme apresentado na Figura 5. Dessa forma, a manutenção do 
gradiente de prótons mitocondrial para síntese de ATP leva a um aumento na oxidação de 
substratos energéticos e na respiração mitocondrial [95]. 
 
 
Figura 5 - Mecanismo de termogênese facultativa. O fluxo de prótons através da membrana 
mitocondrial interna gera gasto energético. O mecanismo de acoplamento de íons H+ através 
da fosforilação oxidativa leva à síntese de ATP pela via da ATP sintase. No entanto, o desvio 
desses prótons da via ATP sintase por meio de vazamento através das UCPs, provoca o 
desacoplamento da respiração e perda dessa energia na forma de calor sem geração de ATP. 
Adaptado de [97]. 
 
 
Dentre as proteínas desacopladoras mais bem caracterizadas nesse contexto 
destaca-se a UCP-1 [98-100]. A UCP-1 foi a primeira proteína desacopladora a ser 
identificada. O TAM é um tecido adiposo com características peculiares presente em animais 
que hibernam, pequenos mamíferos, recém nascidos e roedores expostos ao frio, sendo sua 
principal função a produção de calor para a manutenção da temperatura corporal [99]. Estudos 
realizados em mitocôndrias do TAM revelaram que estas possuem uma alta taxa respiratória e 
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que essa respiração não está acoplada a síntese de ATP, indicando um processo termogênico. 
Aparentemente ácidos graxos gerados através de estimulação da lipólise levavam à ativação 
de uma via distinta para a passagem de prótons não acoplada com a fosforilação do ADP, e a 
proteína que explicou essa passagem alternativa de prótons de volta para a matriz 
mitocondrial foi a chama UCP-1 [98-100]. 
Depois da descoberta da UCP1, foram identificadas outras formas homólogas 
desta proteína, chamadas UCP-2 e UCP-3. Enquanto UCP-1 é encontrada apenas no TAM, a 
UCP-2 pode ser encontrada em diversos órgãos e a UCP-3 é predominantemente encontrada 
no músculo esquelético. A distribuição dessas proteínas por uma diversidade de órgãos sugere 
que elas possam desempenhar outro papel, além da termogênese [95]. 
Estudos mostram que as UCPs são capazes de promover um decréscimo na 
produção de EROs, atuando como um mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo [101-
104], além de participar, em diversos tipos de célula, do metabolismo intermediário e 
metabolismo de lipídios [95] 
 
2.6 Mitocôndria e aspectos funcionais  
 
Sabe-se que em algumas condições patológicas como na obesidade, diabetes, 
dentre outras, há uma produção elevada de EROs, e o sistema antioxidante não consegue 
combater, gerando o fenômeno denominado estresse oxidativo [105]. O estresse oxidativo 
pode resultar em danos oxidativos nas membranas celulares e DNA de diversas células e 
organelas, como nas mitocôndrias, levando à diminuição de sua capacidade de trabalho e à 
exacerbação de processos patológicos. Assim, a geração excessiva de EROs resulta em dano 
celular que pode levar a uma redução na produção mitocondrial de ATP [106]. Foi 
demonstrado que o estresse oxidativo além de causar danos ao DNA mitocondrial e redução 
da capacidade antioxidante, resulta em prejudicada biogênese mitocondrial em tecido como 
músculos esquelético e cardíaco [107]. 
O controle de qualidade mitocondrial das células depende de eventos essenciais 
como a identificação de mitocondriais danificadas, autofagia e substituição através da 
biogênese mitocondrial. Para isso, as mitocôndrias dispõem de sistemas proteolíticos próprios, 
conhecido como complexos de proteases AAA, localizados na membrana interna, cuja função 
é degradar proteínas junto com proteossomos citosólicos. Além da degradação proteolítica e 
proteossomal, evidências recentes apontam para uma via lisossômica onde através de 
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vesículas os componentes mitocondriais selecionados são levados para degradação por 
lisossomos, deixando a organela intacta. Outro mecanismo de controle de qualidade 
mitocôndria se dá através da a autofagia seletiva das mitocôndrias, conhecida como mitofagia, 
é um importante mecanismo de controle de qualidade que elimina mitocôndrias danificadas. 
Estudos recentes identificaram os reguladores específicos da mitofagia que garantem o 
sequestro seletivo da mitocôndria. A identificação e eliminação das mitocôndrias danificadas 
por esse mecanismo é mediado pela via PINK1/Parkin, duas proteínas que se acumulam nas 
mitocôndrias danificadas e promovem a sua segregação da rede mitocondrial e direcionam 
essas organelas para a degradação autofágica. Esse mecanismo de controle de qualidade, 
permite, no entanto ainda aproveitar a maquinaria do núcleo [108]. As vias de controle de 
qualidade são apresentadas suscintamente na Figura 6. 
 
 
Figura 6 - Três principais vias de controle de qualidade mitocondrial. As proteínas 
enoveladas da membrana mitocondrial podem ser degradadas por dois complexos de 
proteases AAA com locais catalíticos voltados para ambos os lados da membrana interna. As 
proteínas mitocondriais também podem ser degradadas ao serem transferidas para os 
lisossomas; vesículas provenientes de túbulos mitocondriais sequestradores de cargas 
mitocondriais selecionadas e entregam esses componentes mitocondriais ao lisossomo para 
degradação. A terceira via, conhecida como mitofagia, envolve o seqüestro de uma 
mitocôndria inteira dentro de uma vesícula de membrana dupla, o autofagossomo, seguido por 
fusão com um lisossomo 
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A ocorrência de falhas nesse ciclo afetam sobremaneira as células, resultando em 
comprometimento da eficiência bioenergética celular, desregulação da homeostase do cálcio, 
falhas na biossíntese do heme, dano oxidativo causado pelo aumento de EROs por 
mitocôndrias anômalas, bem como apoptose intrínseca [59].  
Sob circunstâncias normais, as mitocôndrias são, na maioria das vezes, as 
principais produtoras endógenas de EROs; em contrapartida, também representam uma 
importante defesa antioxidante. Essa dupla funcionalidade, é regulada por vias anti 
apoptóticas e antiinflamatórias, e viabilizam a manutenção do turnover mitocondrial, 
garantindo a integridade e sobrevivência celular [109].  
Reações redox ocorrem em todo o nosso organismo gerando diferentes moléculas, 
que podem ter ações oxidantes ou antioxidantes, onde oxidação implica em perda de elétron e 
a redução, em ganho. Por outro lado, o desequilíbrio do sistema redox leva ao aumento da 
produção EROs e estresse oxidativo [110]. 
É conhecido que aproximadamente 80 a 90% do oxigênio que respiramos é 
utilizado no metabolismo aeróbio pelas mitocôndrias, na cadeia de transporte de elétrons. No 
complexo IV da cadeia de transporte de elétrons há a remoção de um elétron de cada uma das 
moléculas reduzidas de citocromo c (oxidando-as) e os quatro elétrons são adicionados ao O2 
para formar água. Isso ocorrerá com 95 a 98% do oxigênio utilizado na mitocôndria [111], 
conforme mostrado na equação:  
1O2 + 4e
- + 4H+ → 2H2O + energia 
Complementarmente, aproximadamente 2 a 5% do oxigênio é reduzido 
univalentemente a ânion superóxido, o qual é uma importante espécie reativa de oxigênio.  
2O2 + e
- → O2-  
O ânion superóxido é um radical livre que pode por si só levar a reações que irão 
causar destruição celular, através da peroxidação lipídica de suas membranas celulares [105]. 
Além disso, o O2
- é altamente reativo ao NO, molécula sinalizadora com importantes funções 
no metabolismo. A reação do O2
- com o NO resulta na formação de ONOO-, espécie reativa 
de oxigênio potencialmente reativa e lesiva às células [105]. Em suma, a formação excessiva 
de O2
- além de diretamente prejudicial às células, reduz a biodisponibilidade do NO, o que 
pode resultar em processos tromboembólicos, disfunções endoteliais, desordens metabólicas, 
entre outros [112, 113].  
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Em contrapartida, as células dispõe de um eficiente sistema antioxidante, que 
inclui enzimas como SOD e GPx, que possui a função de dismutar o O2
- em H2O2 e água 
[105]. As SODs são encontradas nas mitocôndrias ligadas a molécula de manganês (Mn-
SOD), sendo esta a primeira enzima antioxidante a reagir com o ânion O2
- formado na cadeia 
de transporte de elétrons, sendo sua expressão imprescindível para a função mitocondrial. A 
GPx por sua vez é responsável pela detoxificação de peróxidos orgânicos e inorgânicos, 
fazendo parte do sistema de defesa antioxidante enzimático mitocondrial. Sua atividade 
depende da GSH, que é oxidada em GSSG. Os níveis de GSH celular são mantidos a partir de 
uma enzima chamada glutationa redutase, que reduz a GSSG em GSH através da oxidação do 
NADPH proveniente do TCA para dar continuidade à ação da glutationa peroxidase  [114, 
115], conforme apresentado na Figura 7. 
 
 
Figura 7 - Sistema de defesa antioxidante enzimático mitocondrial. A SOD age 
transformando o O2
- oriundo da respiração celular em H2O2, enquanto a GPx reduz o H2O2  
utilizando o substrato GSH. Este atua como co-substrato da GPx, com propriedade de doador 
de elétrons. O GSH é convertido a GSSG durante o processo de transferência de íons H+ para 
o H2O2 transformando-o em H2O. O GSSG poderá então ser convertido novamente a GSH 
através da GR, por meio da transferência de moléculas de H+. Adaptado de [105]. 
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Por outro lado, EROs são reconhecidas como importantes sinalizadoras 
intracelulares, envolvidas na regulação do equilíbrio redox bem como na ativação de 
mecanismos inflamatórios [111, 116].  
Como dito anteriormente, o O2
- é convertido em H2O2 espontaneamente e pode ser 
catalisado pela enzima SOD [117]. No entanto, em presença de íons ferro ou outros metais de 
transição, o O2
- e o H2O2 são convertidos, via reação de Fenton, a HO
-, que é provavelmente o 
principal responsável pela toxicidade celular associada às EROs [111]. Quando formado o 
HO- pode rapidamente reagir com moléculas mais próximas, tais como lipídeos, proteínas ou 
bases de DNA. Isso acontece porque a taxa constante de reação dessa espécie radicalar é 
bastante alta quando comparada às demais (k >109 M-1s-1) [111]. O O2
-  também pode reagir 
com NO, formando o ONOO, uma espécie reativa de nitrogênio. Dentre os radicais de 
oxigênio e nitrogênio, o ONOO é capaz de depletar os grupamentos -SH e com isso alterar o 
balanço redox da glutationa no sentido do estresse oxidativo. Esse desequilíbrio no estado 
redox da glutationa induz a ativação de IKK, importante sinalizador da resposta inflamatória 
intracelular, que promove a fosforilação do IκB, e culmina na translocação do fator de 
transcrição NF-κB para dentro do núcleo, dando início à transcrição de diversos mediadores 
inflamatórios [117] (Figura 8). 
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Figura 8 - Formação das espécies ativas de oxigênio e nitrogênio e ativação de resposta 
inflamatória. EROs que não puderam ser neutralizadas pelo sistema antioxidante enzimático 
podem reagir com metais a partir da reação de Fenton gerando novas espécies radicalares, tais 
como OH-, provocando danos às membranas celulares, lipídeos, proteínas e DNA. Além 
disso, as EROs podem interagir com compostos nitrogenados formando ERNs tais como 
ONOO-. A geração dessas espécies radicalares leva a depleção dos grupamentos –SH 
impedindo dessa forma a restauração dos níveis de GSH, comprometendo a atividade o 
sistema antioxidante exercido por GPx. A desestabilização desse sistema resulta na ativação 
da via IKK, e subsequente translocação nuclear de NF-κB e transcrição de citocinas pró-
inflamatórias. Modificado de [118]. 
 
Além disso, outra consequência decorrente do estresse oxidativo mitocondrial é o 
aumento da concentração de cálcio intracelular, fenômeno que resulta no aumento da 
permeabilidade da membrana mitocondrial interna e leva a disfunção da organela, devido a 
liberação de fatores mitocondriais pro apoptóticos, evento iniciador do processo de apoptose 
[119]. 
Nesse contexto, a citocromo c desempenha papel importante, uma vez que 
também é um fator regulatório para a liberação de EROs mitocondriais [120, 121]. O aumento 
da permeabilidade da membrana mitocondrial interna resulta em liberação do citocromo c 
para o espaço intermembranar levando ao aumento de H2O2, e pode se um dos principais 
desencadeadores da morte celular em consequência desse processo [122]. Foi demonstrado 
que a perda de citocromo c leva ao aumento da geração de EROS não apenas por promover a 
diminuição da capacidade respiratória celular, mas também por retirar da mitocôndria uma 
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proteína capaz de receber elétrons de pontos intermediários da cadeia respiratória, evitando 
sua trasferência para o O2 [123]. 
A ativação da apoptose por via mitocondrial é geralmente classificada como 
iniciadora ou efetoras das caspases [124]. Estudos realizados com C. elegans, sugeriram que a 
ced-4 a ced-3 e a caspase -9, enquanto que, em humanos, a CED-4, possui um homólogo, a 
APAF-1 que se liga a caspase. A APAF-1, por sua vez, é um complexo de multisubunidades 
conhecido como apoptossomo e sua formação requer a presença do citocromo c, liberado pela 
mitocôndria por estímulo apoptótico. Uma vez que o apoptossomo foi formado, a caspase-9 
cliva e estimula a clivagem das demais caspases, como caspase-7 e a caspase-3, conforme 
mostra a Figura 8. A autorregulação dos caspases e a inativação de proteínas são mecanismos 
cruciais para a manutenção do citoesqueleto celular, reparo de DNA, sinais de transdução e 
controle do ciclo celular [125, 126]. 
Durante esse processo, o gene Ced-9, encontrado em mamíferos com o nome de 
Bcl-2, apresenta papéis importantes na regulação desse mecanismo. Alguns membros desta 
família são inibidores de apoptose enquanto outros são ativadores e promotores da morte 
celular. Estes membros são homólogos, diferentes apenas na extensão do gene para Bcl-2. O 
balanço entre as classes pró e anti apoptóticas é determinante para mante a viabilidade de uma 
célula [127]. 
Membros das famílias Bcl-2 estão presentes na mitocôndria, organela que 
comanda a morte celular. Quando ativados, os oligômeros pró apoptóticos Bax e Bak são 
acoplados na membrana da mitocôndria. A formação dos oligômeros faz com que o citocromo 
c seja liberado para o espaço intermembranar [128]. A liberação do citocromo c forma, 
juntamente com Apaf-1 e pró caspase 9, o apoptossomo, o qual ativará a cascata das caspases 
[129-131]. Portanto, a ativação de Bax ou Bak resulta na formação do apoptossomo que 
desencadeia morte celular por ação das caspases [132]. 
A caspase é inativa por uma família de proteínas inibidoras da a apoptose ou 
IAPs. Estas proteínas agem através da inibição da atividade das caspases ou por 
ubiquitinação, degradando os proteassomas, um conjunto de proteínas que necessitam 
interagir para serem ativados. Durante a liberação do citocromo c pela mitocôndria, são 
liberadas também outras proteínas chamadas Smac/Diablo e Omi/Hrt2, que estimulam a 
ativação das caspases por interagira com as IAPs tornando-as inativas (Figura 9) [133]. 
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Figura 9 - Sinalização intracelular com ativação de proteínas mitocondriais. A interação 
do ligante CD95 com o seu receptor induz a formação de um complexo que recruta fator de 
morte celular representado por FADD. Este, por sua vez, cliva a pró caspase-8, ativando-a e 
esta, sequencialmente, promove a clivagem de pró caspase-3 em caspase-3 responsável pela 
formação de substratos apoptóticos. A clivagem da pró-caspase-8 pode ser inibida por uma 
proteína presente no citosol celular conhecida como c-FLIP. A morte celular pode ser 
desencadeada por estimulação da via mitocondrial em resposta à sinalização extracelular e por 
danos a DNA. Há ativação de membros pró apoptóticos, como o caso da proteína Bax, que 
etimula a formação de poros na mitocôndria, liberando o citocromo c que juntamente com a 
Apaf-1 e a p´ro caspase-9, formam o apoptossomo. Esse complexo cliva a pró caspase-3, 
ativando-a. Além do citocromo c, há liberação da AIF e da Smac/Diablo que inibem a ação 
das IAPs, inibidoras da clivagem da pró caspase 3. Além disso, pode ocorrer a clivagem da 
proteína BId por meio da caspase-8, estimulando a liberação de citocromo c pela mitocôndria. 
Adaptado de [134]. 
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2.7 Disfunções mitocondriais  
 
Diante do exposto parece evidente que desequilíbrios mitocondriais podem 
resultar em uma série de implicações clínicas, tais como lesões isquêmicas, doenças 
cardiovasculares, doenças degenerativas do sistema nervoso central e músculo esquelético, 
envelhecimento precoce, entre outras anormalidades [109]. 
Como visto, a mitocôndria possui inúmeras funções, além da produção de ATP, 
como reações metabólicas e anapleróticas que são desencadeadas através do ciclo de Krebs e 
do metabolismo de ácidos graxos. Diante da sua múltipla funcionalidade, a capacidade 
regenerativa da mitocôndria é de suma importância e se mostra um processo desafiador, uma 
vez que a produção de proteínas mitocondriais tem origem bigenômica, tanto proveniente do 
DNAmt como de genes nucleares. A codificação de proteínas da cadeia de transporte de 
elétrons, RNAr e RNAt, provém do DNAmt, enquanto as subunidades do sistema OXPHOS, 
bem como as proteínas mitocondriais restantes são oriundas da codificação de genes nucleares 
[135, 136]. Esta característica genética representa outro ponto importante, uma vez que a 
presença de mutações em genes tanto mitocondriais como nucleares implicam em disfunções 
mitocondriais, e contribuem para a gênese de doenças como câncer, distúrbios metabólicos 
hereditários e relacionados à idade [59].  
Classicamente, a disfunção mitocondrial é definida como a incapacidade da 
mitocôndria em gerar ATP suficiente, através da OXPHOS, em resposta às demandas 
energéticas [6]. Dentre os principais fatores que contribuem para disfunção mitocondrial 
destacam-se o aumento na formação de EROs, causado pelo excesso de nutrientes; fatores 
genéticos; estresse do RE;  idade e processos pró-inflamatórios, os quais individualmente, ou 
em conjunto, contribuem para a resistência à insulina [137]. 
 Tem sido demostrado, in vitro, que altos níveis de glicose e ácidos graxos 
livres podem estimular a disfunção mitocondrial [138]. No tecido adiposo de animais 
diabéticos, foi observado uma redução no número e função das mitocôndrias, diminuição no 
tanto no conteúdo de mtDNA quanto na atividade enzimática da cadeia de transporte de 
elétrons, o que conjuntamente contribui para o declínio da OXPHOS e β-oxidação [139]. 
Além disso, em seres humanos, diversos trabalhos têm associado a disfunção mitocondrial à 
obesidade e diabetes tipo 2. De fato, o excesso de nutrientes provoca nos adipócitos, assim 
como em células de tecido muscular esquelético, uma diminuição nos níveis de ATP, em 
concomitância com um acúmulo de NADH [72, 137, 140]. Por conseguinte, o pêndulo 
metabólico favorece o armazenamento de lipídeos, uma redução na biogênese mitocondrial e 
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um aumento na síntese glicolítica de ATP. Estas alterações, ao nível mitocondrial, ainda 
resultam no acúmulo de lipídeos o que é um risco adicional para a progressão subsequente da 
resistência à insulina [137].   
A obesidade leva ao comprometimento da função mitocondrial, incluindo a 
redução da taxa de respiração mitocondrial, diminuição da produção de ATP, bem como o 
aumento da emissão de EROs mitocondriais [34]. Em músculo esquelético, foi encontrada 
redução da respiração mitocondrial tanto em estudos feitos em animais como em humanos. 
Além disso, o aumento do estresse oxidativo e a alta concentração de EROs foram 
consideradas os principais fatores de risco para a atrofia muscular e disfunção mitocondrial. 
Além disso, foi demonstrado que o acúmulo de lipídeos leva ao aumento de EROs bem como 
diminuição do conteúdo de DNAmt no músculo esquelético de animais obesos [34, 141-143]. 
Os NRFs são os principais responsáveis pela respiração mitocondrial e são 
também conhecidos por aumentar a expressão de Mttfa, um regulador chave da replicação 
do DNA mitocondrial além de estar envolvido na biogênese através da indução por Pgc1α. 
Tanto Nrf-1 como Nrf-2 tem sua expressão reduzida em músculo esquelético de modelos 
de obesidade, enquanto Nrf1 é encontrado diminuído em portadores de diabetes mellitus 
tipo 2. Genes dependentes de Nrf-1 envolvidos no metabolismo oxidativo e função 
mitocondrial também se encontram inibidos em indivíduos diabéticos tipo 2. Além disso, a 
expressão de Nrf-1 está inversamente correlacionada aos níveis glicêmicos de jejum bem 
como genes dependentes de sua ativação se encontram diminuídos juntamente com Pgc1-α. 
De igual modo, Nrf-1 e Nrf-2 tem sua expressão reduzida em músculo esquelético de em 
modelos de obesidade induzida por dieta hiperlipídica. Nrf-1 e apresenta o mesmo perfil de 
correlação inversa quanto à expressão em invidíduos pré-diabéticos, bem como a expressão 
de genes dependentes de sua ativação, juntamente com Pgc1-α [144-146]. 
Pgc1-α está envolvido na regulação do metabolismo lipídico no músculo 
esquelético, fígado, tecido adiposo marrom e coração. Na musculatura esquelética, está 
envolvido na regulação do metabolismo lipídico pelo aumento da biogênese e função 
mitocondrial. De igual modo, no tecido adiposo marrom, evidências suportam que o 
aumento da expressão de Pgc-1α aumenta o conteúdo mitocondrial, sugerindo seu papel na 
biogênese mitocondrial nesse tecido. Além disso, Pgc-1α é importante não apenas para 
aumenta a biogênese mitocondrial, mas também na melhora da função mitocondrial bem 
como no aumento a beta-oxidação de ácidos graxos, o que é particularmente benéfico em 
indivíduos obesos e diabéticos tipo 2 [144, 147].  
44 
 
Além disso, os efeitos de Pgc-1α na oxidação de ácidos graxos ocorrem através 
de um mecanismo dependente de Sirt-1 Evidências suportam que a ativação de Sirt-1 em 
modelos de obesidade, previne o desenvolvimento da resistência à insulina bem como 
melhora a sua sensibilidade à insulina por desacetilação de Pgc-1α e aumento da função 
mitocondrial. Sirt-1 atua na modificação pós-translacional do Pgc-1α através da 
desacetilação, resultando em sua ativação e posterior expressão de genes alvo, relacionados 
à oxidação de ácidos graxos. Similarmente, a fosforilação da proteína Pgc-1α por Ampk 
resulta em aumento da sua estabilidade bem como sua atividade. A Ampk, além de 
melhorar a atividade de Pgc-1α através da fosforilação, também atua indiretamente para 
aumentar a atividade de Pgc-1α através do Sirt-1 em resposta ao aumento dos níveis de 
NAD + e um status de baixa energia, tais como em períodos de jejum ou exercício físico. A 
fosforilação de Pgc-1α pela Ampk é uma etapa necessária para a desacetilação pelo Sirt-1, 
uma vez que a proteína Pgc-1α que não possui sítios de fosforilação para Ampk não é 
desacetilada pelo Sirt-1. Assim, a fosforilação e acetilação podem funcionar 
sequencialmente para ativar o Pgc-1α e aumentar a transcrição dos genes alvo responsáveis 
pela regulação da função mitocondrial e do metabolismo de oxidação lipídica no músculo 
esquelético [144, 148-150], conforme apresentado na Figura 10. 
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Figura 10 - Sensores de nutrientes no jejum e seus papéis na doença mitocondrial. Tanto 
o jejum como a doença mitocondrial podem modificar as proporções de NAD+: NADH e 
AMP: ATP através da diminuição da disponibilidade de nutrientes ou através da redução da 
atividade da cadeia respiratória e têm o potencial de ativar os sensores de nutrientes 
(vermelhos) Sirt1 (uma histona desacetilase dependente de NAD+) ou AMPK e aumentar a 
biogênese mitocondrial ativando PGC-1 α. Em contrapartida, na ocorrência de disfunções 
mitocondriais há uma diminuição da utilização de acetil-coA e, por conseguinte, um aumento 
da sua concentração intracelular, fenômeno que culimna na acetilação de PGC-1α inativando-
o e consequentemente diminuindo a biogênese mitocondrial (azul). Adaptado de [151]. 
 
Em relação à capacidade termogênica na obesidade, foi verificado que este 
fenótipo foi associado a uma reduzida atividade termogênica em tecido adiposo marrom, 
levando à diminuição da produção de calor, resultado decorrente da diminuição da expressão 
de componentes da maquinaria termogênica, tais como Ucp1, Pgc-1α e receptores beta 
adrenérgicos. Além disso, foi demonstrado, que Ampk ,  principal mediador molecular para a 
ativação da via termogênica, também se encontra reduzido em quadros de obesidade, situação 
que implica em dificuldades adicionais para perda de peso [15, 150].  
O TAM é considerado o principal sítio de termogênese, e baseia-se na expressão 
da UCP-1, fazendo com que os substratos energético sejam dissipados em forma de calor, 
contribuindo dessa forma com o aumento do gasto energético [152]. É conhecido que a 
função do TAM está diminuída na obesidade e envelhecimento, assim, o declínio na função 
desse tecido pode resultar em disfunções metabólicas e ganho de peso. No entanto, os 
mecanismos moleculares que levam a redução da atividade TAM na obesidade e suas 
implicações fisiológicas são em grande parte desconhecida.  Até o momento estudos se 
concentraram no papel de vascularização em TAB e disfunção metabólica sistêmica [153-
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158]. Embora esses estudos tenham sido amplamente correlacionados com disfunção do TAB, 
relativamente poucos estudos têm explorado o papel da vascularização TAM [158, 159]. 
Recentemente, foi mostrado que o excesso de nutrientes promove a rarefação vascular e 
hipoxia em TAM de camundongos, levando ao fenômeno conhecido como branqueamento ou 
“whitening” através da perda e disfunção mitocondrial [158]. 
Enquanto grande parte dos estudostem analisado o mecanismo de “browning” no 
TAB, poucos se concentraram nos processos pelo qual TAM sofre “whitening” [158, 160, 
161]. Foi mostrado em camundongos que a obesidade induz o branqueamento de TAM que é 
caracterizada pela diminuição da sinalização β-adrenérgica, o acúmulo de grandes gotículas 
lipídicas e disfunção mitocondrial, consequentemente comprometendo os mecanismos 
termogênicos associados a UCP-1 [158, 162].  Além disso, a disfunção mitocondrial 
decorrente do branqueamento do TAM resulta no comprometimento da biogênese, elevada 
produção de EROs e despolarização da membrana mitocondrial interna, culminando na perda 
da mitocôndria por mitofagia [158, 162].  No músculo esquelético, foi demonstrado que 
desequilibrios mitocondriais causados pela obesidade que levam a diminuição na expressão de 
UCP-1, além de reduzir a capacidade termogênica desse tecido, resultou em aumento da 
emissão de EROs mitocondrial, fenômeno que não foi observado no TAM [163]. 
Em relação a UCP-3, recentemente, se estabeleceu relações dessa proteína com a 
obesidade, como, por exemplo, a correlação inversa entre expressão gênica da UCP–3 e o 
IMC [164]. O TAB e o músculo esquelético são os dois mais abundantes tecidos corporais, 
porém apenas o tecido muscular desempenha papel significativo na termogênese nos 
mamíferos adultos. Deste modo, a identificação da UCP–3 produziu um grande interesse pois 
a UCP–3 é constitutivamente expressa no tecido muscular. A ideia de que disfunções em 
UCP–3 possam estar relacionadas à obesidade culminou com o mapeamento do gene da 
UCP–3 no cromossomo 11 de humanos e cromossomo 7 de camundongos, regiões 
relacionadas com a obesidade e hiperinsulinemia. Ao mesmo tempo  foi demonstrado que a 
expressão de UCP–3 está diminuída na obesidade em camundongos obesos com deficiência 
de leptina e em ratos Wistar obesos com resistência à leptina [103, 165]. De modo 
complementar, em ratos Zucker obesos, foi observada diminuição de 42% na expressão do 
RNAm da UCP–3 no TAM e diminuição de 41% no músculo sóleo, quando comparados com 
ratos magros [166]. Adicionalmente, alterações extremas na expressão de UCP–3 têm sido 
documentadas na obesidade, caquexia e inflamações, sugerindo que a desregulação dessa 
proteína pode contribuir para estas condições [103]. Ainda assim, seu papel na termogênese 
ainda é pouco esclarecido e controverso [167-171], alguns estudos relacionam a atividade de 
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UCP-3 com o aumento da oxidação de ácidos graxos livres, contribuindo dessa forma para o 
estímulo do gasto energético [172, 173]. 
 
2.8 Compostos naturais e propostas terapêuticas benéficas como auxiliar na perda de peso 
e disfunções no metabolismo energético 
 
O uso de plantas medicinais é um recurso utilizado há centenas de anos na 
medicina popular para o tratamento de diversas doenças, entretanto, o interesse científico das 
propriedades terapêuticas de plantas têm se desenvolvido e intensificado principalmente nas 
últimas décadas, sendo incorporado atualmente nos serviços de saúde como parte de terapias 
alternativas [174-176]. 
Na Declaração de Alma-Ata, em 1978, a Organização Mundial da Saúde (OMS) 
reconheceu que 80% da população dos países em desenvolvimento utilizam práticas 
tradicionais nos seus cuidados básicos de saúde e 85% usam plantas ou preparações destas 
[177]. Diante disso, a OMS expressou seu posicionamento a respeito da necessidade de 
valorização do uso de plantas medicinais no contexto sanitário e na atenção básica à saúde 
[178]. 
No âmbito da obesidade, o uso de plantas tem sido extensivamente explorado, 
pela comunidade cientifica e, apesar de compreensão dos mecanismos importantes no 
desenvolvimento e progressão desse desequilíbrio, esta permanece ainda um grande desafio 
de saúde global. É bem estabelecido que a perda de peso, bem como a sua manutenção, por 
intermédio da restrição calórica e atividade física são meios efetivos e seguros. Além disso, 
outras opções que têm sido utilizadas incluem, obviamente, terapias farmacológicas para o 
tratamento da perda de peso, as quais incluem o uso de drogas hipoglicemiantes, 
tiazolidinedionas, agentes noradrenérgicos e inibidores de absorção de lipídeos. No entanto, 
estes, apresentam eficácia limitada em tratamentos de longo prazo, bem como sérios efeitos 
colaterais. Diante disso, estratégias terapêuticas preventivas podem ser importantes 
alternativas ao uso de fármacos convencionais. Nesse sentido, a busca por produtos naturais 
de origem alimentar bem como o uso de plantas tem despertado grande interesse nas últimas 
décadas. Fontes alimentares, especialmente de origem vegetal, são abundantes fontes de 
ingredientes funcionais, como polifenóis, esteróis, ácidos graxos e fibras, se apresentam uma 
alternativa relevante uma vez que possuem reduzidos efeitos colaterais e podem atuar de 
maneira abrangente em múltiplas vias de controle da obesidade simultaneamente. Possíveis 
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mecanismos pelo qual compostos naturais de origem dietética protegem contra a obesidade 
incluem modulação da adipogênese, do metabolismo lipídico, da secreção de adipocinas, bem 
como melhora da sensibilidade à insulina. Adicionalmente, recentes pesquisas demonstram o 
potencial efeito de alguns compostos naturais na melhora da função mitocondrial [7]. 
Nesse contexto, os polifenóis têm sido a classe de compostos mais intensamente 
explorados quanto ao seu potencial anti obesidade. São encontrados em abundância no reino 
vegetal, e classicamente estabelecidos como moléculas antioxidantes. Esse conceito foi 
propagado com base em suas características químicas e efeitos funcionais amplamente 
estabelecidos para eliminar moléculas de carbono, radicais lipídicos e EROs. Dos polifenóis 
tradicionalmente mais estudados pode-se citar o resveratrol, composto derivado da uva e 
presente em altas concentrações no vinho tinto. Estudos têm demonstrado que este composto 
é capaz de estimular vias similares às ativadas pela restrição calórica, tais como Sirt1 e Ampk 
[7, 179, 180]. Além disso, sugere-se sua eficácia na regulação da biogênese mitocondrial 
através da modulação de Pgc-1α, Nrf-1 e -2 e Mttfa [181]. Além disso, tem sido verificado 
que outros polifenóis apresentam características similares como catequinas, quercetina e 
isoflavonóis além de apresentarem funcionalidade adicional como modulação do pontencial 
de membrana, transporte de elétrons, síntese de ATP, formação de EROs e morte celular 
intrínseca[7]. 
De modo complementar, estudos feitos com quercetina, também mostram a 
capacidade desse flavonol em estimular biogênese mitocondrial através da ativação de Sirt1 e 
Pgc1α, além de aumentar o conteúdo de DNAmt e citocromo C na musculatura esquelética e 
no cérebro de animais tratados [182-184]. Em ensaio clínico, por sua vez foi observado 
aumento do conteúdo de mtDNA bem como resistência física frente ao exercício físico em 
indivíduos adultos, após tratamento via oral com o composto [185].   
Em estudo utilizando isoflavonas, tais como flavonas e EGCG, foi observado 
aumento da biogênese mitocondrial através da via SIRT1/PGC1α em músculo esquelético de 
animais após tratamento [186]. Do mesmo modo, estudos em humanos revelou que o 
consumo de cacau, rico em epicatequina induziu biogênese mitocondrial via ativação de 
SIRT1/PGC1 α na musculatura esquelética de portadores de diabetes mellitus tipo 2. Além 
disso, foi capaz exercer regulação sobre o sistema OXPHOS através da ativação do complexo 
I e V [187]. 
O uso de substâncias triterpênicas também tem se mostrado eficientes na ativação 
de mecanismo de biogênese mitocondrial. Esses compostos tem mostrado sua atuação 
principal via ativação de Nrf2. Outros benefícios encontrados com a utilização desses 
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compostos foram aumento de capacidade antioxidante, através da síntese de glutationa bem 
como regulação da mitofagia [188-190]. 
Baseado nas evidências promissoras sobre a eficácia anti obesidade de compostos 
naturais através da modulação da função mitocondrial não só para a redução do peso como 
também de restabelecimento da homeostase metabólica, novos estudos continuam sendo 
desenvolvidos a fim de explorar o potencial de diversificados compostos naturais no 
tratamento da obesidade.  
 
2.9 Ilex paraguariensis 
 
A Ilex paraguariensis, cujo nome comum é erva mate, é amplamente consumida 
no sul do Brasil sob a forma de chimarrão, na região centro-oeste na forma de tererê e no 
restante do país como chás ou infusões. Estudos sobre composição química da erva mate não 
tostada apontam para a presença de alcaloides (metilxantinas), flavonoides, vitaminas como 
A, complexo B, vitaminas C e E, bem como taninos, ácidos clorogênicos e seus derivados, 
além de numerosas saponinas triterpênicas derivadas do acido ursólico, conhecidas como 
matesaponinas. Extratos de EM tostada mantém essencialmente os mesmos componentes, 
com adição de melanoidinas, o qual apresenta algumas propriedades bioativas próprias [11]. 
Diversos trabalhos mostram que os compostos detectados na EM possuem uma 
série de funções biológicas que tem se mostrado benéficas no tratamento de desequilíbrios 
metabólicos associados a obesidade, tais como: ação antioxidante, antiinflamatória, 
imunomodulatória, anticancerígena, modificação do metabolismo de glicose, redução do risco 
cardiovascular, modificação do metabolismo do colesterol, redução do peso corpóreo e 
reversão do quadro de resistência à insulina (Figura 11) [11-21].  
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Figura 11 – Benefícios do uso de EM em desequilíbrios metabólicos da obesidade. O 
diagrama resume as descobertas mais relevantes obtidas através do tratamento com EM. 
Evidências comprovam efeitos benéficos em desordens do metabolismo lipídico, obesidade e 
estresse oxidativo. Retirado de [11]. 
 
Nesse sentido, dados apresentados por nosso grupo revelaram, que a EM possui 
efeito anti adipogênico em modelo celular, bem com in vivo, reprimindo a expressão de 
diversos genes (Pparγ2, C/Ebpα, Leptina, Tnf-α Creb-1 e E2f1) [22, 23, 191], e ativando a 
expressão de genes associados a via WNT (Dlk-1, Gata-3, Lrp-5, Sfrp-1, Tcf7l2, Wnt10b e 
Wnt3a). O resultado final dessa ativação é a repressão significativa de C/Ebpα e Pparγ2, 
principais fatores de transcrição necessários para que ocorra a etapa final do processo de 
diferenciação dos adipócitos (Figura 12) [22, 23].  
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Figura 12 - Efeitos anti adipogênicos da EM in vitro e in vivo. EM modula a adipogênese 
regulando os níveis de expressão gênica de fatores de transcrição pró-adipogênicos, como 
Ppar-γ2 e C/EBP-α, in vivo e in vitro. Essa modulação pode ocorrer através da diminuição da 
expressão de genes como Creb1e Dlk1, KLF2, GATA2 e GATA3, essenciais para a expressão 
de C / EBP e Ppar-γ2 ou de maneira dependente pela via WNT/ β-catenina. A ativação da via 
WNT/ β-catenina leva a diminuição da expressão de SFRP1 e LRP5, culminando na inibição 
de GSK -3. O resultado dessa inibição leva a diminuição da fosforilação da β-catenina e sua 
consequente translocação para o núcleo, onde se liga ao fator de transcrição TCF7L2, 
reprimindo assim a expressão de Ppar-γ2 e C/EBP-α e, portanto, inibindo a adipogênese. 
Retirado de [192]. 
 
Adicionalmente, observamos os efeitos benéficos do uso de EM no combate a 
obesidade induzida por dieta em camundongos [20]. Nossos dados indicam que o uso de EM 
por 60 dias foi capaz de melhorar o quadro de algumas condições associadas à obesidade 
como dislipidemia, redução de peso, resistência à insulina e ainda modificar a expressão de 
diversos genes ligados à obesidade como: Tnf-α, Il-6, Pai-1, leptina, angiotensina, 
adiponectina e Ppar-γ no tecido adiposo. Além disso, verificamos que a EM também exerce 
atua no metabolismo, verificado por um efeito termogênico evidenciado pelo aumento na 
expressão de Pgc-1α e Ucp-1 em tecido adiposo marrom. De forma complementar outros 
autores também verificaram em efeito no metabolismo evidenciado pelo aumento na 
expressão de Ucp-2, Ucp-3 e Ampk em gordura visceral de animais obesos [193]. 
Verificou-se também que a EM possui um potente efeito anti inflamatório e 
também foi capaz de restaurar a sinalização da insulina em tecido adiposo epididimal e 
hepático [19]. Em relação à sinalização da insulina, os resultados obtidos indicam que a 
intervenção exerce seus efeitos funcionais por meio da modulação da expressão de diferentes 
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genes associados à ativação da via AKT (Il-6, Tnf-, Akt-2, Akt-3, Irs-1, Irs-2, PI3Kca, 
PI3Kcg, Pdk-1, Pepck e G6pase), bem como pela redução da translocação nuclear de FoxO1 e 
NF-kB (Figura 13) [194].  
 
 
Figura 13 – Mecanismo de ação proposto para os efeitos funcionais da EM verificados 
em modelo animal de obesidade induzida por dieta hiperlipídica. A inibição da 
adipogênese proporcionada pelo tratamento reduziu o processo inflamatório no tecido adiposo 
e fígado de animais obesos, por meio da diminuição da translocação nuclear de NF-kB. A 
modulação do processo inflamatório culminou em efeito funcional evidenciado pelo 
restabelecimento de sinalização da insulina através da ativação da via AKT no fígado dos 
animais [192]. 
 
Tendo ciência do envolvimento das disfunções mitocondrial na gênese de 
desequilíbrios metabólicos associados a obesidade, tais como estresse oxidativo, processo 
inflamatório, resistência à insulina, entre outros, e mediante as evidências já descritas sobre os 
benefícios funcionais do uso da EM na modulação de múltiplos eventos envolvidos nesse 
contexto, o presente trabalho verificou a eficácia do tratamento na modulação do metabolismo 
energético mitocondrial associado á obesidade.  
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo geral 
 
Avaliar efeitos da EM (Ilex paraguariensis) na modulação do metabolismo 
energético mitocondrial associado à obesidade. 
 
3.2 Objetivos específicos 
 
1. Verificar em modelo celular os efeitos da EM sobre a capacidade respiratória, 
conteúdo de DNA mitocondrial bem como em mecanismos de modulação gênica envolvidos 
na ativação da biogênese mitocondrial e termogênese;  
2. Verificar a efetividade do tratamento com EM sobre o controle de peso, 
adiposidade corporal e gasto energético basal de camundongos obesos. 
3. Verificar a efetividade do tratamento sobre conteúdo de DNA mitocondrial e 
modulação das vias envolvidas na ativação da biogênese mitocondrial e termogênese no 
modelo in vivo. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1 Ensaios in vitro 
 
4.1.1 Extrato aquoso de EM  
 
O extrato aquoso de EM usado neste trabalho contém 348,80 + 16,35 mg/g de 
compostos fenólicos totais [22]. A caracterização química do extrato aquoso foi previamente 
determinado por UPLC-MS/MS, e indicou a presença de ácido quínico (25,1 ± 0,1 µg/mL), 
cafeoil-glicose (34,4 ± 2,5 µg/mL), isômeros do ácido cafeoilquínico (ácido cripto-
clorogênico, ácido neo-clorogênico, ácido 3,4-dicafeoilquínico, e ácido 3,5-dicafeoilquínico) 
(215,7 ± 3,5 µg/mL), ácido caféico (5,1 ± 0,3 µg/mL), ácido feruloilquinico (21,7 ± 0,2 
µg/mL), isômeros do ácido cafeoilquímico (36,0 ± 0,5 µg/mL), rutina (145,1 ± 4,3 µg/mL), 
isômeros do ácido dicafeoilquínico (878,3 ± 96,7 µg/mL), e isômeros do ácido 
dicafeoilquínico (4,6 ± 0,3 µg/mL) [195]. Para os ensaios celulares foram utilizadas 
concentrações previamente determinadas variando de 0 a 200 µg/mL [22].   
 
4.1.2 Cultura de mioblasto e desenho experimental 
 
Células C2C12 foram previamente cultivadas em meio de cultura DMEM 
contendo 10% de SFB 1% glutamina/penicilina/estreptomicina e incubadas em estufa à 37°C 
e 5% de CO2. Para os ensaios, as células foram previamente plaqueadas e incubadas por 5 
horas em estufa a 37°C. Posteriormente, foram adicionados extratos aquosos de erva mate em 
concentrações variando entre 0-100 µg/mL e coletadas em diferentes tempos (12, 24 e 48 
horas). As células foram plaqueadas em diferentes concentrações, conforme o ensaio 
realizado: 25% de confluência para ensaio de 12 horas, 50% para 24 horas e 75% para 48 
horas. Após as incubações as células foram coletadas e armazenadas em freezer -80ºC para 
análises moleculares (quantificação de DNAmt e avaliação da expressão gênica). 
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4.1.3 Avaliação da taxa de respiração  
 
A avaliação da taxa de respiração celular foi realizada utilizando-se o XF Cell 
Mito Stress kit (Seahorse Bioscience, North Billerica, MA) e as análises foram desenvolvidas 
com o auxilio do equipamento Seahorse XF-96, conforme especificações do fabricante (em 
colaboração com o Dr Ander Matheu e Dra Ana Pujana, Instituto Biodonostia, Espanha). Para 
a realização do ensaio, as células foram cultivadas em placas 96-well XF microplates 
(Seahorse Bioscience) em 25% de confluência. Após 5 horas de incubação, foram adicionados 
extratos aquosos de EM nas concentrações 0, 150, 200 µg/mL seguida de nova injeção de 
oligomicina (1 µM), FCCP (1 µM), rotenona e antimicina A (1 µM e 2 µM, respectivamente). 
A avaliação dos dados foi desenvolvida com o uso do software Versão 1.4 XFReader 
(Seahorse Bioscience).  
Neste ensaio, a homeostase metabólica das células é desregulada pela adição 
sucessiva de agente bloqueadores da cascata de fosforilação oxidativa (Oligomicina, FCCP e 
Rotenona ou Antimicina A). As oscilações na taxa de consumo de O2 resultantes permitem 
avaliar o perfil de respiração mitocondrial e definir a capacidade bioenergética da célula. Os 
dados gerados, pelo analisador de fluxo, são dispostos graficamente e indicam diferentes 
etapas da respiração celular, conforme apresentado na Figura 14. 
 
 
Figura 14 - Figura explicativa do gráfico de OCR  gerados pelo equipamento Seahorse 
para a identificação do perfil bioenergético mitocondrial. Adaptado de [196]. 
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A primeira medida que pode ser observada no gráfico é o OCR basal (taxa de 
consumo de oxigênio) medido nas células antes da injeção de inibidores mitocondriais. As 
alterações na OCR basal de amostras teste e controle podem ser interpretadas com as 
informações obtidas do perfil posterior [196]. Após as medições basais serem registradas, as 
células são expostas à oligomicina, um inibidor da ATP sintase. Ao inibir o fluxo de prótons 
através desta enzima, o aumento do gradiente de prótons através da membrana interna 
mitocondrial impede o transporte de elétrons através dos Complexos I-IV. O consumo de 
oxigênio então diminui concomitantemente. A taxa restante de respiração mitocondrial 
representa vazamento de prótons, isto é, prótons bombeados durante o transporte de elétrons 
que resultam em consumo de oxigênio, mas não na produção de ATP. Um aumento no OCR 
ligado a ATP indicaria um aumento na demanda de ATP, enquanto que uma diminuição 
indicaria baixa demanda de ATP, falta de disponibilidade de substrato e / ou danos severos à 
fosforilação oxidativa, o que impedirá o fluxo de elétrons e resultará em um OCR inferior. 
Um aumento no vazamento aparente de prótons pode ser devido a uma série de fatores, 
incluindo aumento da atividade de UCP, danos à membrana mitocondrial interna e / ou 
complexos da cadeia de transporte de elétrons. Isso resulta no vazamento de prótons na matriz 
e no consumo de oxigênio na ausência de translocação normal de prótons através da 
membrana mitocondrial interna pelos Complexos I, III e IV, um processo conhecido como 
deslizamento eletrônico. O aumento do transporte de cálcio também pode se manifestar como 
uma mudança no vazamento de prótons. Mostramos também que o estresse oxidativo 
modifica os parâmetros bioenergéticos e também aumenta o consumo de oxigênio ligado a 
ATP e o vazamento de prótons [196]. 
Na etapa seguinte, um desacoplador, como FCCP, é usado para estimar a 
respiração máxima; no entanto, os substratos respiratórios são fornecidos pelo metabolismo 
celular, que pode ser fisiologicamente limitante. Um OCR altamente estimulado pelo FCCP 
em comparação com OCR basal indica que as mitocôndrias estão usando menos do que a taxa 
máxima de transporte de elétrons que pode ser suportada pelo suprimento de substrato das 
células. Conforme mostrado na Figura 12, a respiração basal pode ser considerada um limiar 
abaixo do qual a célula não pode sustentar a fosforilação oxidativa para atender a demanda de 
energia. Nesse sentido, é demonstrado com os inibidores mitocondriais que a capacidade de 
reserva é diminuída pelo estresse oxidativo e, se essa atividade limiar não puder ser atendida, 
a glicólise é então estimulada para atender às necessidades energéticas da célula. A diferença 
entre a respiração basal e máxima é chamada de capacidade bioenergética de reserva ou 
reserva [196]. Tem sido proposto que essa capacidade bioenergética de reserva, se mostra um 
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importante indicador da função mitocondrial. Quando as células são submetidas à condições 
de estresse, a demanda energética aumenta e maior produção de ATP é necessária para a 
manutenção das funções celulares. Células que apresentam capacidade respiratória aumentada 
podem produzir mais ATP e resistir mais eficientemente ao stress [197, 198].  
 
4.1.4 Extração de DNA Quantificação do DNAmt  
 
Foi realizada extração de DNA total utilizando o protocolo fenol/clorofórmio. 
Para tanto, as amostras foram ressuspendidas em tampão de extração (TE) (Tris-HCl 10mM 
pH 8.0; EDTA 1mM pH 8.0) acrescido de Proteinase K (10mg/ml) e incubadas overnight  à 
37°C. Ao final desse período, foi adicionado 800µL de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico 
(25:24:1) seguido de centrifugação a 10.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi 
coletado, transferido para novo micro tubo onde foi adicionado clorofórmio:álcool isoamílico 
(24:1) e novamente centrifugado sob as mesmas condições. O procedimento foi repetido e em 
seguida, após acondicionamento em novo micro tubo, o DNA foi precipitado com a adição de 
uma mistura de 100µL NaCl (1M) e 200µL de etanol absoluto gelado. Após centrifugação a 
10.000 rpm por 10 minutos, o pellet de DNA resultante foi lavado com  500µL etanol 70% e 
novamente centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos. Ao final, o solvente foi descartado e os 
tubos contendo o DNA foram submetidos à secagem para a evaporação completa do solvente  
à temperatura ambiente com as tampas abertas, durante 15 minutos. Finalmente os pellets 
foram ressuspendidos em um volume apropriado de H2O nuclease free (cerca de 10-20µL 
para células e 100-200µL para as biópsias e a concentração de DNA total das amostras foi 
mensurada por espectrofotometria com auxílio do equipamento NanoDrop 2000 (Thermo 
Scientific™, MA, USA). As amostras foram mantidas a -20°C até o momento das análises e a  
quantificação relativa do DNAmt, foi realizada por PCR em tempo real. A reação de PCR em 
tempo real foi realizada utilizando o Platinum® SYBR GREEN® qPCR Supermix UDG 
(Invitrogen) seguindo as especificações do fabricante e em triplicata. Para quantificação do 
DNAmt foi utilizado o gene do Cox1 e como controle interno o gene 18S rRNA (Tabela 1). 
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4.1.5 Extração de RNA total e Avaliação da expressão de gênica  
 
A extração de RNA total das biópsias foi realizada utilizando o protocolo de 
extração com Trizol. Basicamente, as amostras foram homogeneizadas com 750 µL de 
Trizol™ Reagent (Invitrogen™) e 200 µL de clorofórmio foram adicionados aos 
homogenatos, seguido de incubação a 4ºC por 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram 
centrifugadas a 12000 g, 4ºC por 10 minutos e a fase aquosa coletada foi misturada com 500 
µL de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1) e centrifugada novamente (10 minutos, 12000 g, 
4ºC). O procedimento foi repetido duas vezes e, em seguida o RNA foi precipitado com uma 
mistura de 20 µL de NaAc 3M, 1 µL de glicógeno (10 µg/ µL) e 500 µL isopropanol, 
adicionados à fase aquosa seguido de nova incubação a 4ºC por 10 minutos. As amostras 
foram centrifugadas sob as mesmas condições relatadas e o sobrenadante foi descartado. 
Subsequentemente, 500 µL de álcool 75% foram adicionados ao pellet resultante e após nova 
centrifugação a 12000 g, 4ºC por 5 minutos o solvente foi descartado. Após evaporação 
completa do solvente (10-15 minutos) os pellets foram ressuspendidos em um volume 
apropriado de H2O nuclease free (cerca de 10-20µL para células e 100-200µL para as 
biópsias) e a concentração de RNA total das amostras foi mensurada por espectrofotometria 
com auxílio do equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Scientific™, MA, USA).A reação de 
PCR em tempo real foi desenvolvida utilizando-se o SYBR® qPCR Supermix UDG 
(Invitrogen™) conforme especificações do fabricante. Os experimentos foram realizados em 
triplicata, e as amostras foram normalizadas utilizando-se controles constitutivos. Todas as 
reações de PCR em tempo real foram desenvolvidas conforme descrito anteriormente. Os 
genes Ampk, Mkp1, Mttfa, Nrf1, Nrf2, Pgc1a, Sirt1, Ucp1, Ucp2 e Ucp3, os quais foram 
selecionados para as investigações, tiveram os primers desenhados no site 
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ e são apresentados na Tabela1. 
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Tabela 1- Sequência dos primers utilizados no estudo 
 Gene Sense Antisense 
Ampka2 5’-ACAGGCCATAAAGTGGCAGT-3’ 5’-GTCGGAGTGCTGATCACCTG-3’ 
Mttfa 5’-CAAAGGATGATTCGGCTCAG-3’ 5’-CCATCTGCTCTTCCCAAGAC-3’ 
Nrf1 5’-CAACAGGGAAGAAACGGAAA-3’ 5’-CACTCGCGTCGTGTACTCAT-3’ 
Nrf2 5’-AGGACATGGAGCAAGTTTGG-3’ 5’-TCTGTCAGTGTGGCTTCTGG-3’ 
PGC1α 5’-TTTCTGTGGGTTTGGTGTGA-3’ 5’-CCGAGAATTCATGGAGCAAT-3’ 
Sirt1 5’-AGTGGCACATGCCAGAGTC-3’ 5’-TCCAGTCCTCCAGCACAT-3’ 
Ucp1 5’-TCAGGGCTGAGTCCTTTTGT-3’ 5’-CTGAAACTCCGGCTGAGAAG-3’ 
Ucp2 5’-CCCAACAGCCACTGTGAAGT-3’ 5’-CGCACTAGCCCTTGACTCTC-3’ 
Ucp3 5’-CTCACTTTTCCCCTGGACAC-3’ 5’-GTCAGGATGGTACCCAGCAC-3’ 
18s 5’-AAACGGCTACCACATCCAAG-3’ 5’-CAATTACAGGGCCTCGAAAG-3’ 
18s 
DNA 
5’-TAGAGGGACAAGTGGCGTTC-3’ 5’-CGCTGAGCCAGTCAGTGT-3’ 
Cox1 5’-GCCCCATATATAGCATTCCC-3’ 5’-GTTCATCCTGTTCCTGCTCC-3’ 
 
4.1.6 Avaliação da expressão de protéica  
 
A fim de validar os resultados referentes às análises de expressão gênica, 
verificações na expressão proteica também foram desenvolvidas por Western blot. 
Resumidamente, para a extração da proteína total, as amostras foram homogeneizadas com 
800 µL de tampão de extração (contendo 1% Triton X-100; 100 mmol/l de Tris–HCl (pH 
7.4); 100 mmol/L de pirofosfato de sódio; 100 mmol/L fluoreto de sódio; 10 mmol/L de 
EDTA; 10 mmol/L de ortovanadato de sódio; 2.0 mmol/L de PMSF, e 0.1 mg de 
aprotinina/mL), seguida de duas incubações consecutivas de 15 minutos cada uma, 
intercaladas com nova homogeneização a fim de garantir a eficiência da extração. As 
amostras foram mantidas em banho de gelo durante todo o processo. Ao final das incubações, 
as amostras foram centrifugadas (20 min, 9000 g à 4 °C) e os sobrenadantes contendo a fração 
solúvel da proteína foram coletados e armazenados em freezer à – 80ºC até o momento das 
análises. Para as análises foram utilizados 30µg de proteína, previamente incubadas com 
tampão de Laemmli contendo DTT 100 mM e aquecidas a 95ºC durante 5 min. As amostras 
foram então aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) para a separação por 
eletroforese, e em seguida transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, 
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Hercules, CA, USA). As membrana de nitrocelulose foram incubadas overnight à 4ºC com os 
anticorpos de interesse, a saber, AMPK, p-AMPK, GAPDH, UCP1, UCP3 (Abcam, MA, 
USA); OXPHOS (complexos I à V; Abcam); PGC1α (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA); 
e SIRT1 (Cell Signaling Technology, MA, USA). Posteriormente, seguiu-se nova incubação 
com os anticorpos conjugados específicos HRP-linked anti-rabbit ou HRP-linked anti-mouse 
(DAKO Corporation, Hamburg, Germany) diluídos na concentração de 1:10000. A detecção 
das bandas foi realizada utilizando-se reagente de quimioluminescência ECL substrate 
(Amersham Bioscience; Little Chalfont, England) e revelados em filmes de raios-X.  
 
4.2 Ensaios in vivo 
 
4.2.1 Animais e desenho experimental  
 
Foram utilizados quinze camundongos Swiss, machos, de aproximadamente 6 
semanas de idade, com peso entre 20-25 g, provenientes do CEMIB (Centro de Bioterismo da 
UNICAMP). Os animais ficaram alojados no Biotério Central da Universidade São Francisco, 
onde passaram por um período de aclimatação durante uma semana. Estes foram mantidos em 
um ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura 22C 3 e de umidade 55%  3, com livre 
acesso a água e ração. Após a aclimatação, os animais foram divididos em dois grupos de 
acordo com as dietas ministradas, sendo um grupo alimentado com uma dieta DP, e o outro 
com dieta DH durante oito semanas. A composição das dietas é apresentada na (Tabela 2). Ao 
final desse período, os animais obesos foram então subdivididos em dois grupos, dos quais 
um deles recebeu uma dose diária de extrato aquoso de EM na concentração de 1,0 g.kg-1 
(grupo DH+EM 1g/Kg), utilizada por nossa equipe em estudos anteriores [19, 20]. O 
tratamento foi ministrado ao longo de oito semanas e a administração das doses foi realizada 
através de gavagem orogástrica. Os grupos restantes (DH e DP) receberam apenas água em 
igual procedimento, a fim de equalizar as condições de stress para todos os grupos. O peso 
dos animais foi acompanhado semanalmente com o auxílio de uma balança digital durante 
todo o período de realização do ensaio. Ao final do experimento os animais foram 
anestesiados com uma mistura 1:1 de Cetamina 100 mg/mL e Xilazina a 2% no volume de 0,1 
mL para cada 100 g de peso corpóreo e eutanasiados para a coleta de tecidos (Figura 15). Este 
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trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da Universidade São 
Francisco (número de aprovação 200.225.122.34, Anexo I).  
 
Tabela 2- Composição das dietas utilizadas 
 Dieta Padrão Dieta Hiperlipídica 
 g.kg-1 kcal.kg-1 g.kg-1 kcal.kg-1 
Amido de milho 397.5 1590 115.5 462 
Caseína 200 800 200 800 
Sacarose 100 400 100 400 
Amido dextrinado 132 528 132 528 
Banha de porco - - 312 2808 
Óleo de Soja 70 630 40 360 
Celulose 50 - 50 - 
Minerais 35 - 35 - 
Vitaminas 10 - 10 - 
L-Cistina 3 - 3 - 
Colina 2.5 - 2.5 - 
Total 1000 3948 1000 5358 
 
 
Entre a 5ª e a 6ª semana de tratamento os animais foram submetidos a testes de 
calorimetria indireta (Figura 13). Para tal, os animais foram acondicionados em gaiolas 
metabólicas individuais, e após 24 h de aclimatação, foram avaliados o consumo de O2 (VO2) 
e a produção de CO2 (VCO2) em intervalos de 25 min durante 24 h (Oxylet). A relação de troca 
respiratória foi calculada utilizando-se a seguinte fórmula: [RER] =VCO2/VO2. Outros 
parâmetros avaliados foram gasto energético basal (em kcal/dia/kg0.75= 1.44 × VO2 × [3.815 + 
1.232 × RER]), e VO2 (mL/min) [199]. 
No dia da eutanásia dos animais, o tecido adiposo marrom e tecido muscular 
esquelético foram coletados, pesados e armazenados devidamente em freezer -80ºC até o 
momento das análises.  
O material foi utilizado para a quantificação de DNAmt e análises de expressão 
gênica, como descrito anteriormente bem como análise de expressão proteica.  
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Figura 15 - Desenho experimental do modelo in vivo. O protocolo do ensaio tem duração 
total de 16 semanas, dividido em duas partes: 8 semanas de engorda, para o desenvolvimento 
do modelo de obesidade induzida por DH e 8 semanas de tratamento com EM. Entre a 5ª e 6ª 
semana de tratamento os testes respirométricos foram realizados em todos os grupos, e ao 
final da 8ª semana de tratamento os animais foram eutanasiados. 
 
4.3 Análise dos Dados 
 
Os dados foram expressos como média ± EPM. Para avaliar a diferença entre os 
grupos, foi utilizado o teste t-Student para a comparação entre dois grupos ou Análise de 
Variância (ANOVA) seguido de pós-teste Tukey para comparações múltiplas. Todos os dados 
foram analisados utilizando-se o programa estatístico SPSS 12.0 (SPSS Inc., USA) e os dados 
estatisticamente significativos foram definidos como p <0,05.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
63 
 
5. RESULTADOS 
 
5.1 Tratamento com EM induz aumento da função mitocondrial em linhagem celular de 
mioblasto C2C12 
 
5.1.1 EM aumenta a capacidade respiratória celular  
 
Dados referentes à capacidade respiratória celular foram investigados a partir da 
mensuração da taxa consumo de oxigênio em células C2C12. Esse indicador pode ser 
acessado mediante a adição sucessiva de reagentes que promovem desestabilização da 
homeostase metabólica celular, permitindo, dessa forma, acessar seu perfil bioenergético. 
Assim, adição de FCCP, agente de desacoplamento que leva a um rápido aumento do 
consumo de oxigênio e energia sem geração de ATP, permitiu inferir a capacidade 
respiratória máxima adquirida pelas células, após intervenção com EM. Os dados obtidos 
indicaram que o tratamento aumentou a capacidade respiratória máxima das células, conforme 
evidenciada pela rápida elevação da taxa de consumo de oxigênio logo após adição do 
reagente, em ambas as doses testadas. (Figura 16 e 17). 
 
 
Figura 16- EM estimula bioenergética mitocondrial in vitro. As células C2C12 foram 
tratadas com EM (150 ou 200 μg /mL) durante 12h e submetidas à análise da função 
mitocondrial. A OCR foi determinada usando o analisador de fluxo metabólico Seahorse XF-
96. OCR foi medido sequencialmente em condições basais (pontos de tempo 1-3), após 
injeções de oligomicina, FCCP e rotenona / antimicina A nos tempos indicados pelas linhas 
verticais.  
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Figura 17- Capacidade respiratória Máxima. Os parâmetros respiratórios foram derivados 
da OCR foram expressos em Média ± EPM de um experimento representativo de oito 
réplicas. As barras indicam o aumento da taxa de consumo de oxigênio em linhagens celulares 
C2C12 tratadas com EM nas diferentes concentrações. Dados que não compartilham letras em 
comum apresentam diferença estatisticamente significativa entre si (p<0,05). 
 
5.1.2 EM aumentou conteúdo de DNAmt 
  
De modo complementar, verificamos um aumento significativo no conteúdo de 
DNAmt em células tratadas com EM após um período de 24 h, sugerindo estímulo da 
biogênese mitocondrial. (Figura 18). 
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Figura 18- Níveis de DNAmt em diferentes períodos de tempo após tratamento com 
extratos aquosos de EM. Dados que não compartilham letras em comum apresentam 
diferença estatisticamente significativa entre si (p<0,05). 
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5.1.3 EM foi capaz de modular a expressão gênica de marcadores envolvidos no 
metabolismo energético mitocondrial 
 
Mediantes as evidências encontradas após 24 h de tratamento com EM seguiu-se 
com a verificação do perfil expressão gênica de marcadores envolvidos no metabolismo 
energético nesse mesmo período. De igual modo, os dados resultantes reforçam a eficácia do 
tratamento sobre o estímulo do metabolismo energético mitocondrial, indicado pelo aumento 
da expressão de genes reguladores dos processos de biogênese mitocondrial em ambas as 
doses testadas, tais como Ampka2, Mttfa, e Nrf1, bem como um marcante efeito termogênico 
em células tratadas com a dose de 100 μg/mL de EM, indicados pelo aumento da expressão de 
Ucp1 e Ucp3, conforme apresentados na Figura 19.  
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Figura 19- Expressão gênica de marcadores envolvidos no metabolismo bioenergético. 
Os dados referem-se aos marcadores de biogênese mitocondrial e termogênese que foram 
modulados com o tratamento com EM. Dados que não compartilham letras em comum 
apresentam diferença estatisticamente significativa entre si (p<0,05). 
 
Dado a complexidade da modulação do metabolismo energético mitocondrial, as 
análises do perfil de expressão gênica envolveram inicialmente a investigação de um painel 
genético mais extenso, o qual incluía os genes como Ampka2, Creb1, Cd36, Mkp1 e Nrf2, 
Pgc1α e Sirt1, no entanto, o tratamento não modulou esses marcadores de forma significativa 
nesse período (dados não mostrados). 
Em relação ao grau de toxicidade das doses de EM utilizadas nos ensaios, pode-se 
assegurar a ausência de potenciais riscos para a viabilidade celular, conforme averiguado em 
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testes realizados anteriormente por nosso grupo, demonstrando segurança até mesmo em 
concentrações mais elevadas do que as selecionadas para o presente estudo [23, 200]. 
 
 
5.2 Tratamento com EM induz aumento do gasto energético e promove perda de peso em 
camundongos 
 
5.2.1 EM promoveu redução da evolução ponderal e parâmetros antropométricos 
 
O ensaio in vivo utilizando-se de modelos de obesidade induzida por dieta 
hiperlipídica foi realizado a fim de se comprovar eficácia do tratamento com EM sobre o 
metabolismo energético mitocondrial. Os animais foram inicialmente divididos em dois 
grupos, de acordo com as dietas utilizadas (DH ou DP), e ao final de oito semanas observou-
se um aumento significativo no peso corpóreo do grupo DH em relação ao grupo DP. Os 
animais obesos foram então novamente redistribuídos em dois grupos, dos quais um deles 
recebeu tratamento diário com extratos aquosos de EM (DH+EM 1g/Kg). Ao final do 
tratamento, foi observada redução significativa no peso corpóreo do grupo DH+EM, quando 
comparado ao grupo DH, conforme mostrado na Figura 20.  
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Figura 20- Evolução ponderal dos animais após tratamento com EM. ###p<0,0001 
comparado ao grupo DP e *p<0,05 comparado ao grupo DH (dados estatisticamente 
significativos obtidos através do teste One-way ANOVA). 
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Em relação aos dados antropométricos, foi possível observar claramente os efeitos 
do consumo da dieta hiperlipídica sobre o peso corporal, depósitos de gordura (tais como 
epididimal, perirrenal, subcutânea e mesentérica) e fígado, os quais se apresentaram 
significativamente maiores no grupo DH comparado ao grupo DP. A intervenção com EM foi 
capaz de reduzir significativamente os valores de todos os parâmetros avaliados, sem, no 
entanto, interferir no consumo alimentar dos animais, até mesmo apontando para um discreto 
aumento na ingestão, fato que denota mais uma vez a capacidade de estímulo do metabolismo 
energético proporcionado pelo tratamento no modelo utilizado (Tabela 3).  
 
Tabela 3- Dados antropométricos nos diferentes grupos 
 
DP (n=5) DH (n=5) DH+EM (n=5) 
Peso (g) 43,60 ± 1,95 a 67,60 ± 6,27 b 60,00 ± 3,16 c 
Ganho de peso (%) 10,16 ± 4,82 13,40 ± 4,85 11,04 ± 5,56 
Consumo de ração (g/dia) 5,09 ± 0,009 3,69 ± 0,41 3,88 ± 0,47 
Ingestão energética (kcal.g-
1/dia) 20,09 19,77 20,79 
Gordura Epididimal (%) 3,95 ± 0,35 a 4,55 ± 0,21 a 3,33 ± 0,28 b 
Gordura Perirrenal (%) 0,25 ± 0,04 a 1,60 ± 0,13 b 0,94 ± 0,11 c 
Gordura Subcutânea(%) 1,17 ± 0,14 a 5,61 ± 0,85 b 4,11 ± 0,18 c 
Músculo (%) 1,46 ± 0,22 a 0,91 ± 0,08 b 0,95 ± 0,10 b 
Fígado (%) 4,73± 0,07 a 5,98 ± 0,34 b 4,65 ± 0,33 a 
 Dados que não compartilham letras em comum apresentam diferença estatisticamente 
significativa entre si (p<0,05) 
 
 
5.2.2 Testes respirométricos 
 
A fim de avaliar o potencial da EM sobre a modulação do gasto energético, os 
animais foram submetidos à testes de calorimetria indireta entre a 5ª e 6ª semana após início 
do tratamento. Com base nos resultados, os dados referentes ao consumo de oxigênio dos 
animais ao longo de 24 h nos fornece evidências de que o grupo DH apresentou um consumo 
de oxigênio reduzido comparado ao grupo DP, indicando redução do gasto energético por 
parte do grupo obeso, situação que foi eficientemente revertida com o uso de EM conforme 
indicado na Figura 21. 
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Figura 21- Dados de consumo de oxigênio dos animais dos diferentes grupos ao longo 
das 24h. Entre a 5a e 6a semana de tratamento a respirometria foi mensurada durante um 
periodo de 24 h com um intervalo de 3 minutos entre cada medição e o consumo de VO2 
obtido foi comparado entre os grupos DP versus DH (A), e DH versus DH+EM (B).  
 
Os dados totais reforçam esses benefícios, permitindo ainda elencar eficácia 
semelhante no que diz respeito ao gasto energético. Estes, de modo similar, se mantiveram 
significativamente diminuídos no grupo DH, indicando baixo metabolismo energético, 
condição expressivamente melhorada após tratamento com EM, conforme apresentado na 
Figura 22.  
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Figura 22- Teste respirometrico realizado após 5ª semana de tratamento com erva mate. 
Dados referentes ao consumo de VO2 (A) e VCO2 (B) e GEB (C). Dados que não 
compartilham letras em comum apresentam diferença estatisticamente significativa entre si 
(p<0,05). 
 
5.2.3 EM aumenta conteúdo de DNAmt em tecido adiposo marrom e musculo esquelético 
 
Investigações sobre o conteúdo de DNAmt também foram realizadas de modo a 
verificar os efeitos do tratamento com EM sobre a função mitocondrial em tecido adiposo 
marrom bem como em músculo esquelético do modelo utilizado. Os resultados obtidos 
indicaram a presença de maior conteúdo de DNAmt em ambos os tecidos dos animais 
pertencentes ao grupo DH+EM em comparação ao grupo DH, como apresentado na Figura 
23. Consoante aos benefícios encontrados in vitro, esses achados, reforçam o papel da EM 
sobre a modulação da função mitocondrial.  
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Figura 23- Níveis de DNA mt. Os dados de expressão foram analisados em TAM (A) e 
músculo esquelético (B) nos diferentes grupos. Dados que não compartilham letras em 
comum apresentam diferença estatisticamente significativa entre si (p<0,05). 
 
5.2.4 EM modula a expressão gênica e proteica de marcadores bioenergéticos em tecido 
adiposo marrom e músculo esquelético  
 
Análises moleculares foram conduzidas em TAM e músculo esquelético dos 
animais submetidos aos diferentes tratamentos a fim de se verificar a eficácia da intervenção 
com EM sobre o metabolismo energético.  
Dados obtidos do TAM indicaram melhoras significativas no metabolismo 
energético mitocondrial após o tratamento com EM. Os resultados mostraram que vias de 
biogênese mitocondrial e termogênese foram estimuladas no grupo DH+EM, mediante 
aumento significativo da expressão gênica de Tfam, Pgc1α, Ucp1, Ucp3, Sirt e Nrf1 bem 
como proteica de SIRT1, p-AMPK, UCP1, UCP3 e OXPHOS, observados nesse grupo em 
comparação ao grupo DH, conforme apresentado na Figura 24A, B, e C. 
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Figura 24- Dados de expressão gênica e proteica em TAM. Analise de expressão gênica 
(A); Análise de Western blotting de marcadores bioenergéticos (B) e sistema OXPHOS (C). 
Dados que não compartilham letras em comum apresentam diferença estatisticamente 
significativa entre si (p<0,05). 
 
Quanto às investigações realizadas no músculo esquelético, foi observado que 
houve aumento significativo na expressão gênica dos marcadores Mttfa, Pgc1α, Ucp3, Sirt1 e 
Nrf1 e na expressão proteica de SIRT, p-AMPK, UCP3 e OXPHOS no grupo DH+EM, 
sugerindo, de modo similar, que a EM também foi capaz de induzir biogênese mitocondrial 
nesse tecido, conforme apresentado na Figura 25A, B e C. 
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Figura 25- Dados de expressão gênica e proteica em tecido muscular esquelético. Analise 
de expressão gênica (A); Análise de Western blotting de marcadores bioenergéticos (B) e 
sistema OXPHOS (C). Dados que não compartilham letras em comum apresentam diferença 
estatisticamente significativa entre si (p<0,05). 
 
Os mecanismos moleculares estimulados pelo tratamento favoreceram a atividade 
mitocondrial e impulsionaram diretamente o metabolismo energético, fato que explica o 
aumento do gasto energético basal encontrado no grupo DH+EM. Adicionalmente, os dados 
também sugerem que o aumento do gasto energético pode ser atribuído principalmente à 
eficácia termogênica da planta, conforme indicado pela expressão de PGC-1α e UCP1. A 
expressão de UCP3 também se mostrou aumentada.  
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6. DISCUSSÃO 
 
Compostos naturais têm sido extensivamente estudados como coadjuvantes para a 
perda de peso, e diversas evidências tem demonstrado sua efetividade no tratamento da 
obesidade [9, 192]. Nesse sentido, EM tem sido estudada e diversos estudos apontam seus 
benefícios na inibição da adipogênese, perda de peso, diminuição dos estoques de tecido 
adiposo bem como melhora do perfil lipídico [20, 23, 191, 192, 195, 201]. 
Diante dos resultados obtidos, o presente estudo mostrou que a EM foi capaz de 
promover perda de peso corporal, bem como melhora dos parâmetros antropométricos, 
evidenciados pela diminuição dos depósitos de gordura epididimal, perirrenal, subcutânea, 
mesentérica e peso do fígado, no modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipídica. Esses 
achados, reforçam o potencial anti-obesidade da EM já encontrado em estudos anteriores 
realizados por nosso grupo [19, 20, 23]. A melhora nos parâmetros antropométricos observada 
foi atribuída ao aumento do gasto energético conforme evidenciado pelas análises 
respirométricas, bem como indução da biogênese mitocondrial e termogênese, observada 
TAM e músculo esquelético dos animais tratados.  
Adicionalmente, sabe-se também que a melhora da função mitocondrial tem 
importante contribuição na regulação do gasto energético, uma vez que está diretamente 
envolvida na regulação do metabolismo energético por meio da síntese de ATP através da 
cascata de fosforilação oxidativa [6]. Assim sendo, as investigações conduzidas em células 
C2C12 tratadas com EM reforçam esses benefícios, mediante a observação do aumento da 
capacidade respiratória máxima mitocondrial, aumento do número de cópias de DNAmt e 
expressão gênica de marcadores envolvidos no metabolismo energético mitocondrial como 
Ampka2, Mttfa, Nrf1, Ucp1 e Ucp3. 
As mitocôndrias são organelas de suma importância para a função normal das 
células eucarióticas através da produção de ATP, manutenção da homeostase de cálcio e 
regulação da apoptose, além de serem o principal sítio de oxidação de ácidos graxos. Além 
disso, a mitocôndria possui mecanismos próprios de regeneração e controle metabólico, 
condições que possibilitam manter sua homeostase protéica bem como sua integridade [202]. 
Outro aspecto considerado importante indicativo da função mitocondrial, refere-se à 
capacidade respiratória, que pode ser definida como a diferença entre a produção basal de 
ATP e sua atividade máxima. Quando as células são submetidas ao estresse, a demanda 
energética se eleva em detrimento do aumento da atividade celular, sendo necessário aumento 
da síntese de ATP para manter as funções celulares. Assim sendo, células que apresentam 
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capacidade respiratória sobressalente tem capacidade maior de produzir ATP bem como de 
resistir mais eficientemente a condições de estresse, incluindo estresse oxidativo [197, 203]. 
Nesse sentido, a EM foi capaz de melhorar a função mitocondrial, especialmente capacidade 
respiratória máxima celular, em vista do seu potencial antioxidante já descrito [11-21]. 
No presente trabalho, foi possível averiguar que o tratamento com EM foi efetivo 
em aumentar a capacidade respiratória máxima, demonstrando seu potencial na melhora da 
função mitocondrial. Dados da literatura referentes ao potencial de fontes alimentares na 
melhora da capacidade respiratória mitocondrial ainda são escassos. Em estudos realizados 
com epicatequina e quercetina em culturas primárias de neurônios corticais de camundongos, 
mostram que esses polifenóis, foram efetivos em aumentar a capacidade respiratória 
mitocondrial frente ao estresse de privação de oxigênio e glicose [197, 204]. Além disso, 
estudos mostram que existe diminuição progressiva da capacidade respiratória mitocondrial 
no envelhecimento, e seu esgotamento foi implicado em diversas patologias envolvendo 
tecidos que exigem altas demandas energéticas, tais como o coração, cérebro e músculo 
esquelético [197, 205-208].  
O músculo esquelético é o maior órgão do corpo humano, representando cerca de 
40 a 50% da massa corporal total. No músculo esquelético, a obesidade está relacionada à 
diminuição da glicose absorção, turnover anormal de proteínas, desregulação do metabolismo 
lipídico, e disfunção mitocondrial [143, 209, 210]. Nas últimas décadas, estudos têm 
demonstrado que existe uma diminuição expressiva da capacidade oxidativa, bem como do 
conteúdo mitocondrial no músculo esquelético de modelos de obesidade induzida por dieta, 
em contrapartida, foi averiguado aumento de estresse oxidativo bem como de níveis de 
triglicerídeos intracelulares [34, 211-214]. De modo complementar, foi relatada diminuição da 
respiração mitocondrial na musculatura esquelética de animais obesos, sugerindo 
comprometimento da função mitocondrial nesse tecido [141]. Adicionalmente, o aumento do 
estresse oxidativo e excessiva produção de EROs, verificado em músculo esquelético de 
indivíduos obesos, foram considerados os principais fatores de risco para atrofia da 
musculatura esquelética e disfunção mitocondrial [215]. Resultados similares também foram 
descritos em modelos de obesidade induzida por dieta hiperlipídica, mostrando ainda que o 
acúmulo de lipídios tem papel importante no aumento da emissão de H2O2 mitocondrial em 
músculo esquelético. Além disso, o aumento da emissão de H2O2, detectada em indivíduos 
obesos, reforça o conceito de que excessiva produção de EROs excessivos alterar a função 
mitocondrial. Complementarmente, estudo feito com roedores alimentados com uma dieta 
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hiperlipídica, demonstrou que os níveis de DNAmt se mostraram significativamente reduzidos 
no músculo esquelético desses animais [141, 216]. 
Com base nesse contexto, dados do presente trabalho são sugestivos em afirmar o 
potencial da EM na melhora da função mitocondrial na obesidade, conforme demostrado pelo 
aumento de número de cópias de DNAmt, bem como aumento da expressão de Ampk, Sirt-1, 
Pgc-1α, Nrf-1 e Ucp-1 e Ucp-3, indicando restabelecimento da atividade de biogênese 
mitocondrial e termogênese, respectivamente, tanto em TAM como em músculo esquelético 
de camundongos obesos. Uma vez que o estresse oxidativo recorrente na obesidade foi 
demonstrado influenciar diretamente na diminuição da atividade mitocondrial, nossos dados 
novamente reforçam o potencial antioxidante da EM [12, 16, 217], bem como sugerem ser de 
suma importância no restabelecimento da função mitocondrial. 
Além disso, desequilíbrios mitocondriais e consequente surgimento de mutações 
no DNAmt resultam em perda de funcionalidade do sistema OXPHOS que, por conseguinte, 
leva a depleção de ATP e superprodução de EROs, o qual pode, por sua vez, induzir novas 
mutações de mtDNA. Investigações têm sido realizadas referentes à mecanismos 
compensatórios que induzem as mitocôndrias a produzir mais energia, mesmo sob condições 
de stress mitocondrial. Dentre os mecanismos compensatórios descritos, a biogênese 
mitocondrial figura dentre os mais importantes. As vias que foram observadas estarem 
relacionadas à biogênese mitocondrial como uma adaptação compensatória aos déficits 
energéticos em desequilíbrios mitocondriais são PGC-1α, Sirts e AMPK. Das várias 
estratégias farmacológicas para desencadear essas cascatas de sinalização, o uso de polifenóis 
tais como resveratrol e quercetina tem sido os mais comumente utilizados apresentando 
resultados satisfatórios, bem como instigando o desenvolvimento de estudos sobre o potencial 
de regulação mitocondrial dessa classe de compostos [59]. 
Em estudo o tratamento com 100 µM de resveratrol foi capaz de induzir o 
aumento da expressão gência de Pgc1α, em células 3T3-L1 [218]. De igual modo, o uso do 
resveratrol foi efetivo em ativar Sirt1 e induzir desacetilação de Pgc-1, com ativação da sua 
atividade transcripcional no fígado e músculo esquelético de camundongos [219]. Além disso, 
foi mostrado da ativação de AMPK com o uso de quercetina, genisteína e epigalocatequinas 
[220, 221]. Além disso, a atividade do sistema OXPHOS também pode ser regulada por Nrf-
1, fator de transcrição também envolvido na regulação da biogênese mitocondrial através da 
indução da expressão de mtTfa e aumento da replicação de DNAmt [222]. Nesse sentido, 
estudo realizados com ratos alimentados com ração enriquecida com polifenóis de chá verde 
monstrou que o tratamento promoveu melhora da biogênese mitocondrial pelo aumento 
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expressão de PGCgc-1a, mtTfa, aumento do número de cópias de DNAmt, além de estimular 
a atividade de OXPHOS nos rins desses animais.[223]. Dentro dessa perspectiva, os dados 
obtidos no presente trabalhos indicaram que os efeitos benéficos do uso da EM sobre a 
biogênese mitocondrial em músculo esquelético, bem como em TAM estão relacionados a sua 
capacidade de aumentar Ampk, Pgc-1α, Nrf1, mtTfa e OXPHOS e, por conseguinte, o 
número de cópias de mtDNA. 
AMPK tem seu papel bem estabelecido no controle da homeostase energética, 
incluindo inibição de vias anabólicas, estímulo de catabolismo e biogênese mitocondrial 
[224]. Nesse sentido, a ativação de AMPK também está envolvida na regulação biogênese 
mitocondrial por meio da ativação direta da via PGC-1α [57, 150, 225]. Adicionalmente, 
recentes trabalhos tem apontado SIRT-1 como um fator crítico para a regulação da função 
mitocondrial.  Nesse contexto, SIRT1 e PGC1-α bem como seu circuito regulatório estão 
envolvidos diretamente no controle da biogênese mitocondrial e do metabolismo [150, 215, 
226]. Consoante a esses achados, o presente estudo, mostrou que a EM foi capaz de aumentar 
o metabolismo energético de camundongos obesos e também em linhagem celular C2C12 
concomitantemente ao aumento ao aumento da expressão de Pgc1α, NrfF-1, mtTfa, Ampk e 
Sirt-1. Estes resultados indicam que o mecanismo de ação da EM promove aumento do gasto 
energético através da regulação da rede de detecção de energia incluindo Pgc1α, Nrf-1, mtTfa, 
Ampk e Sirt-1no músculo esquelético bem como em TAM. Resultados semelhantes foram 
descritos com o uso de rutina, bioativo também encontrado na EM, na qual o tratamento com 
rutina aumentou significativamente o conteúdo de DNAmt, bem como a expressão gênica 
relacionada à biogênese mitocondrial, como Pgc-1α, Nrf-1, mtTfa  e Sirt 1, bem como 
aumenta a atividade de AMPK em cerca de 40%  no músculo esquelético  de animais obesos 
[10]. 
Além disso, vias de termogênese ativadas também desempenham papel 
fundamental para o aumento do gasto energético, sendo os músculos esqueléticos bem como o 
TAM os principais sítios de ocorrência desse fenômeno [227]. Este mecanismo, modulado por 
UCPs que promove o desvio dos substratos energéticos, fazendo com que a energia seja 
dissipada em calor sem produção de ATP [228-230]. UCP1 e UCP3 desempenham um papel 
importante como mediadores na termogênese adaptativa, bem como na oxidação da gordura 
no músculo esquelético humano e TAM [103, 165, 231]. Nesse sentido, TAM tem sido alvo 
de extensas pesquisas visando sua contribuição no aumento do gasto energético. A capacidade 
termogênica desse tecido tem sido observada particularmente em pequenos mamíferos e em 
crianças, onde desempenha um papel vital na manutenção temperatura corporal. Em seres 
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humanos, a ativação do TAM tem se mostrado estar inversamente correlacionada com IMC, 
deposição de gordura corporal, níveis glicêmicos e diabetes tipo 2 [89, 226]. Foi descrito 
anteriormente que a EM tem um efeito protetor contra a obesidade induzida por dieta 
hiperlipídica, através da expressão aumentada de UCP2 e UCP3 em tecido adiposo branco 
[193]. Adicionalmente, foi demonstrado também que a EM poderia ativar mecanismos 
termogênicos, principalmente através da modulação de UCP1 em TAM de animais obesos 
[20]. No presente estudo, os dados obtidos confirmam o papel da EM na indução da 
termogênese tanto em músculo esquelético como em TAM por meio da ativação de UCP1 e 
UCP3. Esses achados reforçam o papel da EM na modulação do gasto energético através da 
regulação das UCPs, e demonstram que sua eficácia termogênica não se limita apenas ao 
tecido adiposo. 
De modo complementar, um estudo utilizando-se de rutina mostrou que o 
tratamento com esse polifenol promoveu o aumento da expressãode Ucp-1, bem mostrou 
indícios de biogênese mitocondrial em tem tecido adiposo subcutâneo (“browning’) em 
camundongos obesos. Além disso, promoveu o aumento da expressão de Sirt-1 e Pgc-1α e 
mtTfa, evento que foi associado ao aumento o número de cópias de DNAmt e atividade de 
Ucp1  nesse tecido [232]. Em relação a Ucp3 sua atividade termogênica ainda apresenta 
controvérsias, no entanto a sua contribuição para o aumento do gasto energético é atribuído ao 
aumento do metabolismo de oxidação de ácidos graxos, conforme demonstrado em estudo 
utilizando EGCG onde foi possível observar redução o aumento da expressão de Ucp-3 
concomitantemente à melhora do metabolismo oxidativo no músculo esquelético de animais 
obesos [233, 234].  
No presente estudo também verificou-se que  administração de EM induziu uma 
diminuição significativa no acumulo de gordura corporal, como mostrado pela redução 
significativa nos pesos dos tecidos adiposos brancos e fígado, bem como o aumento do gasto 
energético basal no modelo de obesidade utilizado. Esses dados confirmam o potencial anti-
obesidade da EM já descrito em trabalhos anteriores utilizando modelos de obesidade 
induzida por dieta hiperlipídica, no quais demonstram que o tratamento é capaz de reduzir 
significativamente o peso corporal final bem como ganho de peso corporal [19, 20, 23, 235]. 
Atualmente, é bem estabelecido que o excesso de ingestão de alimentos aliado a um baixo 
gasto de energia estão diretamente associados com o ganho de peso e acúmulo de gordura 
corporal. Além disso, sabe-se que o músculo esquelético e TAM desempenham um papel 
importante na modulação do gasto energético. Na obesidade, os desequilíbrios no 
metabolismo celular, incluindo uma diminuição da capacidade oxidativa de substratos 
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energéticos para produzir ATP, interferem diretamente no quociente respiratório, o qual 
implica na diminuição do gasto energético basal, resultando em maior deposição de gordura 
no músculo esquelético, fígado e outros tecidos, contribuindo para a obesidade [9, 236]. De 
modo comprobatório, nossos resultados indicam que a obesidade diminuiu o gasto energético 
basal e que, satisfatoriamente, a EM foi capaz de aumentá-lo como descrito recentemente 
[237]. 
Com base em nossos achados, um possível mecanismo de ação da EM ocorreu 
mediante a ativação da via AMPK/SIRT-1, culminando na ativação de PGC1-α, regulador-
chave do evento da biogênese mitocondrial. Este por sua vez, promove a síntese de NRF-1, 
importante na regulação do sistema OXPHOS bem como na estimulação de mtTFA, 
resultando em aumento da capacidade respiratória celular e biogênese mitocondrial. 
Adicionalmente à ativação de mecanismos de biogênese, a restauração da função mitocondrial 
promoveu a ativação das vias UCP-1 e UCP-3, resultando em aumento da termogênese tanto 
em tecido adiposo marrom como em músculo esquelético, culminando em uma resposta final 
de aumento da taxa metabólica basal e redução de peso e gordura corporal observados em 
nosso modelo (Figura 26). 
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Figura 26- Mecanismo hipotético de atuação da erva mate sobre o metabolismo 
energético. A EM foi capaz aumentar o gasto energético basal e promover perda de peso em 
modelos animais de obesidade induzida por dieta hiperlipídica, através da ativação 
mecanismos de biogênese mitocondrial e termogênese. 
 
Em contrapartida, uma das principais preocupações da indução do aumento do 
metabolismo energético mitocondrial, são os possíveis efeitos adversos que esse estímulo 
pode acarretar. É consenso que as reações de oxirredução (que definem o estado redox 
celular) desempenham um papel importante para a sobrevivência celular. As mitocôndrias são 
organelas responsáveis por diversos processos catabólicos, cumprindo uma função 
fundamental no metabolismo energético celular [47, 238].  
As características estruturais das membranas mitocondriais bem como presença de 
DNA próprio, possibilita a replicação do número de organelas conforme a demanda 
energética celular. Além disso, estas organelas são muito dinâmicas e podem alterar sua 
morfologia e distribuição na célula em resposta aos eventos de fissão e fusão [238-242]. 
A ocorrência de qualquer alteração na cadeia respiratória mitocondrial pode 
favorecer a produção de EROs que danificam a estrutura de membranas da organela, 
alterando a sua estrutura. Nestas circunstâncias, as mitocôndrias perdem sua função no 
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metabolismo energético e se tornam mediadoras das principais vias de sinalizações que 
induzem a apoptose através da liberação de proteínas presentes no espaço inter membranar 
como, por exemplo, o citocromo c [238, 243-246]. Por essa razão, se faz importante a 
regulação do estado redox das células, uma vez que, desequilíbrios neste sistema em razão da 
alteração de função mitocondrial, podem causar danos às demais membranas celulares, 
incluindo membranas nucleares. A perda da integridade estrutural das membranas nucleares é 
um processo que favorece o dano oxidativo ao DNA, contribuindo para a indução da 
sinalização que resulta na morte celular [247, 248].  
Em estudos anteriores realizados por nossa equipe, já foi possível comprovar os 
efeitos benéficos da EM nas circunstâncias acima citadas. Em vista do seu potencial 
antioxidante foi comprovado que a EM é capaz de aumentar a expressão das enzimas 
antioxidantes CAT, SOD, GPx, status antioxidante plasmático, bem como inibição da 
peroxidação lipídica, em humanos e roedores, além apresentar atividade anti mutagênica, 
prevenindo danos oxidativo ao DNA em ensaios in vivo realizado em modelos animais de 
obesidade [20, 201, 217].  
Outro fator relevante no contexto de disfunções mitocondriais causadas por 
aumento de EROs, é a relação entre os danos oxidativo com a estimulação de mecanismos pró 
inflamatórios, principalmente através da ativação de NF-κB conforme mencionado em tópicos 
anteriores no presente trabalho [117]. Nesse sentido, o potencial anti inflamatório da EM 
também já documentado, demonstrou que esta é capaz de inibir significativamente a 
expressão de citocinas pró inflamatórias, tais como Il-1β, Il-6 e Tnf-α, resultando na redução 
da translocação nuclear de NF-κB em camundongos obesos [19, 20]. 
Assim sendo, a EM além de promover estímulo da atividade mitocondrial, 
também protege contra possíveis danos que possam ocorrer a despeito dessa indução, 
contrabalanceando os efeitos dos danos oxidativo, e reforçando o seu papel como uma 
alternativa segura no aumento do gasto energético induzido por estímulo de função 
mitocondrial. Esses efeitos são sumarizados na Figura 27. 
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Figura 27- Efeitos do aumento do metabolismo energético mitocondrial. O aumento do 
metabolismo energético mitocondrial pode levar a desequilíbrios mitocondriais, resultantes do 
aumento do estresse oxidativo e ativação de mecanismos pró inflamatórios. O tratamento com 
EM previne esses efeitos colaterais através da sua eficácia multifuncional, pois além de 
induzir o aumento metabolismo energético mitocondrial, confere proteção contra esses danos 
por meio da ativação de mecanismos antioxidantes e anti inflamatórios. 
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7. CONCLUSÃO 
 
 O tratamento com EM foi eficaz em aumentar a capacidade respiratória celular, 
conteúdo de DNA mitocondrial bem como induzir ativação de mecanismos de biogênese 
mitocondrial e termogênese culminando na melhora da atividade mitocondrial observada no 
modelo proposto;  
 
 O tratamento à base de EM foi capaz de aumentar o gasto energético basal, 
favorecendo a perda de peso e redução da adiposidade corporal de camundongos obesos. 
 
 Os mecanismos moleculares responsáveis pelos efeitos observados no modelo 
in vivo indicaram que a EM foi capaz de proporcionar aumento do gasto energético basal 
principalmente através de uma atividade termogênica. 
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ABSTRACT 
 
Scope. It was evaluated the potential effects of yerba mate (YM) on mitochondrial 
biogenesis and thermogenesis. Methods and results. The in vitro effects of YM on 
mitochondrial respiration were evaluated in C2C12 cells, and quantitative-PCR of genes 
related with mitochondrial biogenesis and thermogenesis. The in vivo experiments were 
performed in mice fed with high-fat diet (HFD), and treated with YM extract. Indirect 
calorimetry was performed and mitochondrial biogenesis, thermogenesis and denovo 
lipogenesis were determine by quantitative-PCR and western blot Our in vitro data indicates 
that YM increased mtDNA copy number as well as mitochondrial spare respiratory capacity 
and coupling efficiency. The gene expression profile reinforces this evidence, indicating a 
modulation of genes downstream of Ampk. In vivo, we found that YM partially prevented 
diet-induced obesity by increasing energy expenditure and enhancing mitochondrial 
biogenesis via the AMPK/SIRT1/PGC1α pathway. Conclusions. YM stimulates 
mitochondriogenesis and Ucps expression, leading to an increase in spare respiratory capacity 
and energy dissipation. These effects may help to better understand the potential use of YM 
for the obesity treatment. 
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1. INTRODUCTION 
 
Obesity is a serious and growing worldwide health problem. It has been recognized as 
a major risk factor for the development of chronic diseases and premature death. Data from 
the World Health Organization (WHO) estimate that by 2025 the global prevalence of obesity 
will be 21% in women and 18% in men [1]. Obesity is believed to have a multifactorial 
etiology arising from a complex combination of factors such as environment, lifestyle, and 
interaction with genetic factors. The condition is strongly associated with increased risk of 
developing chronic diseases such as hypertension, type 2 diabetes (T2D), heart disease and 
cancer [2]. 
Skeletal muscle metabolic function is primordial in maintaining health and quality of 
life. The T2D development has been directly associated with insulin resistance (IR), and 
skeletal muscle plays an important role in whole-body IR [3]. In this line lipid deposition in 
muscle has been proposed as one of the causes of IR [4]. Considering that fatty acid oxidation, 
energy expenditure and redox balance take place in mitochondria, it has been studied in order 
to explain the onset of IR in skeletal muscle. The available data suggest that both a decrease 
in mitochondrial fatty acid oxidation due to mitochondrial dysfunction and/or an enhancement 
in mitochondrial oxidant production contribute to IR development in skeletal muscle [5]. 
Mitochondrial biogenesis results crucial for thermogenesis control in both skeletal 
muscle and brown adipose tissue (BAT), [6]. It is believed that thermogenesis is dependent on 
the activation of uncoupling proteins (UCPs), which converts of the driving force of 
adenosine triphosphate (ATP) synthesis into heat thought uncoupling oxidative 
phosphorylation in the mitochondrial inner membrane [7]. In fact, mitochondrial dysfunctions 
are identified as causing factor of thermogenesis failures in obesity [8]. 
100 
 
Therapeutic strategies commonly used to control obesity and T2D include physical 
exercise, diet, pharmacological treatments, and changes in lifestyle. With regard to the diet, 
natural compounds have been used in the prevention and treatment of obesity by acting on 
multiple mechanisms such as satiety modulators, lipid metabolism, anti-adipogenic, 
thermogenic and others [9]. Recent studies have also shown the potential effects of some 
natural compounds on the improvement of thermogenesis and mitochondrial function. 
Stimulation of mitochondrial biogenesis in this context plays an important role for the success 
of weight loss by promoting an increase in energy expenditure [9-11]. 
Ilex paraguariensis, commonly known as yerba mate (YM), is popularly cultivated 
and consumed in countries of South America such as Paraguay, Uruguay and southern Brazil 
[12]. Several studies have demonstrated its therapeutic efficacy as antioxidant, anti-
inflammatory, immunomodulatory, anticancer, improvement of glycemic and lipid 
metabolism, reduction of cardiovascular risk and reversion of insulin resistance [12-16]. In 
previous studies conducted by our group, we evaluated the anti-obesity potential of YM, 
which proved to be an effective adjuvant in weight loss, modulating the adipogenesis [14, 15, 
17-19]. Furthermore, we showed that YM treatment improves obesity-induced IR in liver and 
muscle [14, 19], which could be attributed to YM effect on Pi3k-Akt pathway [19]. 
Considering the role of mitochondria dysfunction in obesity and IR, in the present study, we 
evaluated the potential in vitro and in vivo effects of YM on thermogenesis and mitochondrial 
biogenesis.  
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2. MATERIAL AND METHODS 
2.1 Yerba mate extract 
Aqueous extract of YM used in this work contains 348.80 + 16.35 mg / g of total 
phenolic compounds [17]. Chemical characterization of the aqueous extract was previously 
determined by UPLC-MS / MS (ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry) 
and indicated the presence of dicafeoylquinic acid isomers (65.76%), caffeoylquinic acid 
isomers (cryptochlorogenic acid, neo-chlorogenic acid, 3,4-dicaffeoylquinic acid, and 3,5-
dicaffeoylquinic acid) (16.15%), rutin (10.86%), caffeoyl shikimic acid isomers (2.70% ), 
quinic acid (1.90%), feruloylquinic acid (1.62%), caffeic acid (0.38%), dicaffeoyl shikimic 
acid isomers (0.33%) and caffeoyl-glucose (0.30%) [17]. 
 
2.2 Myoblast culture and experimental design 
The C2C12 cell line was purchased from the Rio de Janeiro Cell Bank (Rio de Janeiro, 
Brazil) and it was cultured to confluence in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% of penicillin/streptomycin/glutamin 
at 37°C and 5% CO2. the cells was previously plated and incubated for 5 hours at 37°C. 
Subsequently, aqueous extracts of YM were added to cells at 0, 150 and 200 μg/mL for 24 h. 
After incubation, the cells were collected from three independent experiments and stored at -
80ºC for gene and protein analysis. 
 
2.3 Measurement of Oxygen Consumption Rates 
Oxygen consumption rates (OCR) and extracellular acidification rates (ECAR) were 
measured with the XF Cell Mito Stress kit (Seahorse Bioscience, North Billerica, MA) using 
XFe96 Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience), and the analyzes were run 
according to the manufacturer's specifications. Briefly, the myoblasts were plated onto 96-
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well XF microplates (Seahorse Bioscience), and after 6 h YM extract was added at 0, 100, 
150 and 200 μg/mL followed by a further incubation for 12 h. OCR was performed following 
the injection of oligomycin (1 μM), FCCP (1 μM p-trifluorethoxyphenylhydrazone carbonyl 
cyanide), rotenone and antimycin A (1 μM and 2 μM, respectively) (Sigma). The following 
parameters of mitochondrial function were calculated: basal OCR, ATP-inked OCR, proton 
leak OCR, maximal OCR, reserve capacity and non-mitochondrial OCR. Spare respiratory 
capacity was calculated by subtracting the basal rate from the maximal rate. Coupling 
efficiency was calculated by dividing the fraction of basal mitochondrial oxygen consumption 
used for ATP synthesis by the basal rate [20]. Data collected from three independent 
experiments (each with eight replicates), and the data analysis were performed in the 
XFReader (Seahorse Bioscience) software.  
 
2.4 Animals and experimental design 
Experimental protocol was developed according to the principles determined by the 
Brazilian College of Animal Experimentation and was approved by the Ethics Committee of 
the São Francisco University, Bragança Paulista, São Paulo, Brazil (002.10.2014). Fifteen, 6-
week-old, pathogen-free, male, Swiss mice (Sw/Uni) (22.5 ± 2,5 g) were obtained from 
CEMIB (State University of Campinas, Campinas, SP, Brazil), and kept in a light / dark cycle 
of 12 hours, temperature 22ºC ± 3 and humidity 55% ±3, with free access to water and food.  
After randomization, the mice were given either a standard (SD, n = 5) or a high-fat 
(HFD, n = 10) diet for 16 weeks. After the first 8 weeks, the animals fed with HFD were 
redistributed in two groups in accordance with the treatment: (1) a group received an aqueous 
extract of toasted YM (1.0 g.kg-1) (HFD+YM; n=5), and (2) a group who received the vehicle 
(HFD; n=5). Daily food consumption was recorded. The body weight was measured twice 
weekly. 
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Between the 5th and the 6th week of treatment, indirect calorimetry was performed 
using the Oxylet/Physiocage system (Panlab, Barcelona, Spain). Initially, the animals were 
individually placed in respiratory chambers for 24 h for acclimatization, followed by 24 h of 
analysis in which O2 (%) and CO2 (%) were measured every 9 min. The Software Metabolism 
(Panlab) calculated the O2 consumption, CO2 and energy expenditure (kCal/h/kg
0.75).  
At the end of experiments, the animals were euthanized with a 1: 1 mixture of 100 
mg/mL Ketamine and 2% Xylazine in the volume of 0.1 mL for each 100 g of body weight 
and had the tissues collected and stored at -80ºC. 
 
2.5 Biochemical analysis 
The lipids were extracted from the fresh liver homogenate using Folch’s method and 
the extracts evaporated in a vacuum and weighed. Total fat content was calculated as an 
absolute value and as a percentage of the final body weight. 
 
2.6 RNA extraction and quantitative real-time PCR 
Total RNA extraction, cDNA synthesis and quantitative PCR were performed as 
previously described [21], using specific primers (Supplementary Table 1). Real-time PCR 
was performed in a 7500 real-time PCR system (Applied Biosystems). The expression of 18S 
rRNA was used as endogenous control for data normalization. The results were analyzed 
using the 2−ΔΔCt relative quantification method. 
 
2.7 Mitochondrial DNA (DNAmt) content analysis  
 Mitochondrial DNA (mtDNA) quantification was performed by quantitive PCR as 
previously described [22]. Briefly, initially total DNA from C2C12 cells and mice muscle and 
BAT were extracted by phenol/chloroform protocol. Following, the mtDNA content was 
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evaluated by means of quantitative PCR by measuring Cox1 (cytochrome c oxidase I subunit) 
using 18S rRNA gene was used as control (Supplementary Table 1). 
 
2.8 Western blotting analysis 
Western blots were performed following standard procedures. Total protein was 
extracted with lysis buffer, and 50 μg of the protein was separated in SDS-PAGE gel followed 
by transfer to a nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Total OXPHOS 
Rodent WB Antibody Cocktail at 1:500 was used to determine the expression levels of 
mitochondrial oxidative phosphorylation (OXPHOS) complexes (I to V) (Abcam). Total and 
phosphorilated AMP-activated protein kinase, cluster of differentiation 36, uncoupling 
proteins 1 and 3, (Ampk, p-Ampk, Cd36, Ucp1 and Ucp3) (Abcam, MA, USA), as well as 
peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha (Pgc1α) (Santa Cruz 
Biotechnology, CA, USA) and NAD-dependent deacetylase sirtuin-1 (Sirt1) (Cell Signaling 
Technology, MA, USA) were detected with specific antibodies (1:500 dilution). HRP-linked 
anti-rabbit or HRP-linked secondary antibodies (DAKO Corporation, Hamburg, Germany) 
were used at a 1:2000 dilution. Signal was detected by chemiluminescence using ECL 
substrate (Amersham Bioscience; Little Chalfont, England). All protein measurements were 
normalized by glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh) and expressed as relative 
optical density. 
 
2.9 Statistical analysis 
Data are expressed as the mean ± standard error of the mean (SEM). After confirming 
the normal distribution of variables, differences among groups were determined by Student’s 
t-test for the comparison of two groups or one-way analysis of variance (ANOVA) following 
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Tukey’s multiple comparison using SPSS 12.0 software and statistical significance was 
defined as p < 0.05. 
 
3. RESULTS  
3.1 YM stimulates mitochondrial function in vitro 
Our data indicate an increase in mitochondrial spare respiratory capacity and coupling 
efficiency in C2C12 cells after YM treatment at higher tested concentrations (150 and 200 
μg/mL; Figure 1A, B and C).  
Further analysis revealed that YM treatment (150 and 200 μg/mL) increased mtDNA 
copy number (Figure 1D), which suggests that increased mitochondrial biogenesis may 
underlie the ability of YM to improve mitochondrial function. Gene expression profile 
reinforces this evidence, indicating a modulation of genes downstream of Ampk, including 
Creb1, Tfam and Nrf1 after treatment with 150 μg/mL of YM. Similar results concerning 
Creb1 and Tfam were observed after treatment with 200 μg/mL. However, the in vitro data 
showed no regulation on Pcg1α and Sirt1. Additionally, we also observed a significant 
increase in Ucp3 gene expression (Figure 1E).  
 
3.2 YM increased energetic expenditure and thermogenesis and decreased de hepatic novo 
lipogenesis 
 In view of the in vitro results, we decided to check whether YM was able to regulate 
energy expenditure and thermogenesis in a high-fat-induced obesity model. After eight weeks 
on a HFD, the animals exhibited a significant increase in body weight compared with those 
fed with standard diet (Figure 2A). At the end of the 16th week, total body weight was lower 
in the SD group (43.60 ± 1.95), compared with HFD group (67.60 ± 6.27). The regular 
ingestion of YM for 8 weeks reduced significantly the final body weight (HFD-YM: 60.00 ± 
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3.16) (Figure 2A). This weight loss was not related to a reduction in food intake. The mice in 
the HFD–YM group exhibited significantly less epididymal, perirenal, subcutaneous and 
mesenteric fat than did the mice in the HFD group (Table 1). 
Indirect calorimetry data indicated a significant reduction in respiratory quotient, 
energy expenditure and estimated thermogenesis in HFD group compared to the SD group 
(Figure 2B). Interestingly, after treatment the HFD-YM group showed a significant 
improvement in the parameters evaluated in comparison to HFD group, indicating that the 
treatment was able to increase the metabolic rate in the proposed model. (Figure 2C, D and 
E).  
With regard to skeletal muscle, the higher mitochondrial content (Figure 3A) as well 
as the increased gene expression of Creb1, Tfam, Pgc1α, UCP3, Sirt and Nrf1 and protein 
expression of SIRT, p-AMPK, UCP3 and OXPHOS demonstrated that YM promote the 
increase of mitochondrial number as well as fatty acid oxidation (Figure 3B, C and D and 
5C). HF feeding raised the gene expression of Cd36, Fatp1 and YM treatment maintain or 
even increased it (Figure 5C). 
BAT oxidative pathway seems to be enhanced after YM treatment. YM group showed 
significantly increased mtDNA content, when compared to SD or HFD groups (Figure 4A). 
Although YM has no effect on Cpt1b mRNA levels (Figure 5B), thermogenesis was 
stimulated with YM, as demonstrates Creb1, Tfam, Pgc1α, Ucp1, Ucp3, Sirt and Nrf1 gene 
expression and SIRT, p-AMPK, UCP1, UCP3 and OXPHOS protein expression levels 
(Figure 4B, C and D). In term of fatty acid up-taking, BAT has a different pattern of response 
to YM comparing with skeletal muscle. After HF feeding, YM was able to decrease Lpl, 
Cd36, Fatp1 gene expression (Figure 5B). 
In addition, YM intake decreased fat accumulation in liver. A depth analysis of this 
organ revealed that polyphenol extract was able to reduce gene expression of transcriptional 
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factors controlling de novo lipogenesis process (Srebf1, Sp1, Chrebf), as well as the limiting 
enzyme of the pathway, Acaca (Figure 5A). Moreover, according to Cd36, Fatp5, Acls1 and 
Acls5 mRNA levels, HF feeding promoted a fatty acid uptake increase. This effect was 
blocked by YM. Similarly, YM reverted Cpt1a induction of HF diet feeding. (Figure 5A).  
 
4. DISCUSSION 
Natural compounds have been widely used as adjuvants for weight loss, and several 
evidences have demonstrated their effectiveness in obesity management [10, 23]. In this 
sense, YM has been studied and the benefits reported so far include: inhibition of 
adipogenesis, weight loss, fat depot reduction and improvement of lipid profile [15, 17, 18, 
23-25]. 
In recent years, some studies have demonstrated that food bioactive compounds are 
able to enhance mitochondrial spare respiratory capacity [26]. Taking this in mind, we 
evaluated in C2C12 myoblasts the potential positive effect on mitochondrial function of a 
polyphenol extract obtained from YM and we showed that YM was able to increase the 
mitochondrial spare respiratory capacity at doses of 150 and 200 µg/mL in these cells. As in 
the case of other plant-rich polyphenols [27, 28], it seems that YM induced this effect by 
increasing mitochondrial biogenesis and thermogenesis. 
Although this information is relevant for the scientific community, due to doses used 
in cell cultures, its applicability is limited. Consequently, we tried to confirm the in vitro 
results in an in vivo experiment conducted in obese mice. Obesity is a good model to explore 
the potential effect oxidative effect of YM because this disease is characterized by imbalances 
in cellular metabolism, including a decrease in the oxidative capacity of energetic substrates 
to produce ATP, which directly interfere with the respiratory quotient, and leads to a decrease 
in basal energy expenditure [10, 29]. In good accordance with the results reported by other 
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authors [30], our results indicates that mice fed with the HFD and treated with YM showed 
significantly higher energy expenditure than mice fed with the HFD alone. In order to explain 
the observed effects on energy expenditures and to confirm the mechanism proposed for 
myoblast cultures, skeletal muscle was analyzed.  
At cellular level, mitochondria can regulate the whole-body energy metabolism by 
controlling energy expenditure in skeletal muscle, the main determinant of energy expenditure 
[31]. It has been demonstrated that mitochondrial biogenesis is mainly regulated by SIRT1, 
PGC1α, NRF1 (nuclear respiratory factor 1), and TFAM (mitochondrial transcription factor) 
[32, 33]. SIRT1 activation is associated with an increase on PGC-1α-mediated mitochondrial 
biogenesis [34]. PGC-1α in turn activates NRF1, that has been linked with the expression of 
genes involved in mitochondrial function and biogenesis. The Nrf1 gene induces Tfam 
expression, which regulates mtDNA copy number and transcriptional activity as well as 
Oxphos [32]. 
Our data revealed that YM activated SIRT1 and NRF1 pathways leading to 
mitochondria biogenesis in skeletal muscle. Likewise demonstrated in this work, 
thermogenesis is induced by YM though an increased the expression of UCPs (uncoupling 
proteins) [14, 35]. This leads to the energy dissipation in heat without production of ATP [36-
38]. In this regard, it is important to point out that whereas UCP1 is a well-recognized 
thermogenic, controversial results have been reported concerning UCP3 [39]. In addition, we 
prove that mitochondrial biogenesis and thermogenesis induction also took take place in other 
important thermogenic and oxidative tissue, such as brown adipose tissue. In fact, as it was 
the case for skeletal muscle, YM treatment elevated AMPK levels in BAT, leading to the 
activation of SIRT and PGC1α. Altogether our data show that YM partially prevented diet-
induced obesity by increasing energy expenditure and enhancing mitochondrial biogenesis via 
the AMPK/SIRT1/PGC1α pathway in the main oxidative tissues (Supplementary Figure 1).  
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As it has been indicated in the Introduction section, in previous studies from our group 
we observed that YM treatment reduced insulin resistance in liver [19]. Taking this into 
account and considering that insulin resistance is closely related to fatty liver [40], in the 
present study we found interesting to measure triacylglycerol content in this organ. YM 
significantly reduced liver steatosis. Moreover, as it was reported by other authors [30], YM 
reduced the expression of genes involved in the lipogenic pathway and those related to the 
entrance of fatty acids into the liver and then into the mitochondria. These results suggest the 
redirection of lipids away from liver towards skeletal muscle, tissue that can afford the lipid 
influx due to its increased fatty acid oxidation capacity. 
In view of all these results, we can conclude that YM stimulates mitochondriogenesis 
and UCPs expression, leading to an increase in spare respiratory capacity and energy 
dissipation in the main oxidative tissues, brown adipose tissue and skeletal muscle. In 
addition, this treatment dilapidates liver mainly by reducing the synthesis and uptake of free 
fatty acids. These effects may help to better understand the potential use of YM for the 
obesity treatment.  
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Legend to Figures 
Figure 1. Yerba maye stimulates mitochondrial bioenergetics in vitro. (A) C2C12 cells were 
treated with YM (150 or 200 μg/mL) for 12- h and subjected to mitochondrial function 
analysis. The oxygen consumption rate (OCR) was determined using Seahorse XF-96 
Metabolic Flux Analyzer. OCR was measured sequentially in basal conditions (time points 1-
3), after injections of oligomycin (oligo; time points 4, 5 and 6), FCCP (time points 7, 8 and 
9), rotenone/ antimycin A (Rot + AA, time points 10, 11 and 12) at the arrow indicated times. 
Data shown are mean ± SEM from a representative experiment (eight replicates). Respiratory 
parameters were derived from OCR measured during each phase of the experiment. (B) Yerba 
mate effects on mitochondrial spare respiratory capacity [FCCP rate (time point 7) – basal 
rate (time point 3)] and (C) on coupling efficiency [basal rate (time point 3) – oligo rate (time 
point 6)] / basal rate (time point 3)]. (D) Mitochondrial DNA (mtDNA) content in C2C12 
cells were treated with YM (150 or 200 μg/mL) for 24- h Values for the YM groups are 
expressed as the fold change compared with those for the control (CT) group mean ± SEM; 
(E) mRNA levels of genes related mitochondrial biogenesis and thermogenesis. Data are 
presented as fold change versus CT mean ± SEM; Data not sharing a commom letter are 
significantly different (p < 0.05). 
 
Figure 2. In vivo effects of yerba mate in a high-fat diet mice model. (A) Body weight mass 
gain. Lean mice were fed with AIN-93 (SD, n=5), obese mice were fed with a HFD (HFD, 
n=5), obese mice treated with HFD and treated with YM at 1 g/Kg (HFD-YM, n=5) during 
the last 8 weeks; (B) Indirect respirometry data were measured during a 24-h period between 
the 5th and the 6th week of treatment; (C) VCO2 data; (D) VO2 data and (E) Energy 
expenditure (EE) data. Data not sharing a commom letter are significantly different (p < 
0.05). 
 
Figure 3. Yerba mate effects on mitochondrial biogenesis and thermogenesis in skeletical 
muscle. (A) Mitochondrial DNA (mtDNA) content in muscle of mice fed with AIN-93 (SD, 
n=5), high-fat diet (HFD, n=5) and YM YM at 1 g/Kg  (HFD-YM, n=5) Values for the HFD 
and HFD-YM groups are expressed as the fold change compared with those for the SD 
feeding mean ± SEM; (B) mRNA levels of genes related mitochondrial biogenesis and 
thermogenesis. Data are presented as fold change versus SD feeding mean ± SEM; (C) p-
Ampk, Ampk, Pgc1α, Ucp1, Ucp3, Sirt1 and Gapdh protein level in muscle samples from 
HFD and HFD-YM groups. Data are presented as arbitrary units (AU) and results are 
expressed as mean ± SEM (D) Skeletal muscle probed for representative subunits of the five 
OXPHOS complexes. Data are presented as arbitrary units (AU) and results are expressed as 
mean ± SEM.  Data not sharing a commom letter are significantly different (p < 0.05). 
 
Figure 4. Yerba mate effects on mitochondrial biogenesis and thermogenesis in brown 
adipose tissue. (A) Mitochondrial DNA (mtDNA) content in BAT of mice fed with AIN-93 
(SD, n=5), high-fat diet (HFD, n=5) and YM YM at 1 g/Kg  (HFD-YM, n=5) Values for the 
HFD and HFD-YM groups are expressed as the fold change compared with those for the SD 
feeding mean ± SEM; (B) mRNA levels of genes related mitochondrial biogenesis and 
thermogenesis. Data are presented as fold change versus SD feeding mean ± SEM; (C) p-
Ampk, Ampk, Pgc1α, Ucp1, Ucp3, Sirt1 and Gapdh protein level in BAT samples from HFD 
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and HFD-YM groups. Data are presented as arbitrary units (AU) and results are expressed as 
mean ± SEM (D) BAT probed for representative subunits of the five OXPHOS complexes. 
Data are presented as arbitrary units (AU) and results are expressed as mean ± SEM.  Data not 
sharing a commom letter are significantly different (p < 0.05). 
 
Figure 5. mRNA levels of genes related to de novo lipogenesis, lipid uptake and 
mitochondrial oxidation of mice fed with AIN-93 (SD, n=5), high-fat diet (HFD, n=5) and 
YM YM at 1 g/Kg  (HFD-YM, n=5) in liver (A), brown adipose tissue (B) and muscle (C).  
Data not sharing a commom letter are significantly different (p < 0.05). 
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Table 1. Antropometrical data  
 
SD (n=5) HFD (n=5) HFD-YM (n=5) 
Weight (g) 43.60 ± 1.95a 67.60 ± 6.27b 60.00 ± 3.16c 
Weight gain (%) 10.16 ± 4.82 13.40 ± 4.85 11.04 ± 5.56 
Ingestion (g/day) 5,09 ± 0,009 3.69 ± 0.41 3.88 ± 0.47 
Calories (kcal.g-1/day) 20,09 19.77 20.79 
Epididymal fat (g) 1.86 ± 0.45a 3.02 ± 0.28b 2.17 ± 0.59c 
Perirenal fat (g)  0.11 ± 0.02a 0.96 ± 0.15b 0.58 ± 0.08c 
Subcutaneous fat (g)  0.51 ± 0.05a 3.82 ± 0.60b 2.51 ± 0.09c 
Mesenteric fat (g)  0.71 ± 0.09a 1.70 ± 0.08b 1.23 ± 0.15c 
Liver (g) 2.07 ± 0.03a 3.89 ± 0.24b 2.86 ± 0.23a 
Liver lipids (mg/g) 61.30 ± 7.20a 187.30 ± 7.40b 137.20 ± 4.95c 
 
Data not sharing a commom letter are significantly different (p < 0.05). 
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